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Με την ανάπτυξη και εξάπλωση των αντιβιοτικών  καταφέραµε να 
µειώσουµε τους θανάτους από µικροβιακές λοιµώξεις δραµατικά. Η πρόοδος 
υπήρξε τέτοια που κάποιοι επιστήµονες πίστεψαν πριν τρεις δεκαετίες πως ήρθε το 
τέλος των ασθενειών από λοιµώξεις. Ωστόσο, η υπερβολική και πολλές φορές η  
ανεύθυνη χρήση των αντιβιοτικών οδήγησε στην ανάπτυξη ανθεκτικών στελεχών 
και στη µόλυνση του υδροφόρου ορίζοντα από τα ίδια τα αντιβιοτικά και από 
µερικούς τοξικούς µεταβολίτες των αντιβιοτικών. Όπως είναι ευρέως γνωστό, 
περισσότερο από 90 % από ένα αντιβιοτικό καταλήγει αυτούσιο στο περιβάλλον. 
Τα τελευταία χρόνια πολλές έρευνες έχουν δει το φως της δηµοσιότητας, όπου 
εξετάζουν τη συµπεριφορά των αντιβιοτικών στο περιβάλλον και τι επιδράσεις και  
ρίσκα φέρνει µαζί της αυτή η είσοδος. Είναι δυνατόν να διακρίνουµε αρκετούς 
παράγοντες που επιδρούν στην αποδόµηση των αντιβιοτικών. Στην παρούσα 
εργασία εξετάσαµε τρία αντιβιοτικά, την τριµεθοπρίµη, την τετρακυκλίνη και την 
οξυτετρακυκλίνη προκειµένου να ελέγξουµε την επίδραση του φωτός σε αυτά. 
Επίσης, σε ένα επιπλέον πείραµα έγινε χρήση και νιτρικών που προστέθηκαν στην 
τριµεθοπρίµη προκειµένου να ελεγχθούν και τα νιτρικά αν  και κατά πόσο 
διαδραµατίζουν κάποιο ρόλο στην αποδόµηση. Στα πειράµατα µε την 
τριµεθοπρίµη τόσο µε, όσο και χωρίς νιτρικά δεν παρατηρήθηκε καµία αποδόµηση 
της ουσίας, αλλά παρέµεινε σταθερή. Στα πειράµατα όπου εξετάσαµε την 
τετρακυκλίνη και την οξυτετρακυκλίνη παρατηρήσαµε µια σηµαντική αποδόµηση 
τους υπό την επίδραση του ηλιακού φωτός σε σχέση µε τα αντίστοιχα δείγµατα 
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With the development and widespread application of antibiotics, death from 
infectious diseases has been reduced dramatically. Progress was so great, that three 
decades ago, some experts predicted the end of infectious diseases. However, the 
non responsible use of antibiotics has lead a number of bacteria to be now 
resistance to antibiotics and as a result in the aquatic environment antibiotics and 
some toxic metabolites of them can now be found. As it is widely known, more 
than 90 per cent of any antibiotic which used goes back to the environment. A lot 
of studies have taken place to analyze the behavior of the antibiotics in the aquatic 
environment and the risks that it carries. In the degradation of the antibiotics we 
can recognize a lot of factors that can play a role.  In the present study we 
experiment with three antibiotics, trimethoprim, tetracycline and oxytetracycline, 
and we see how photolysis affects them.  In another experiment we use nitrate as 
an abiotic factor to see if and how much it can affect the degradation of 
trimethoprim. The experiments with trimethoprim, both with and without nitrate, 
have shown no changes or any sign of degradation. In the other two experiments 
where oxytetracycline and tetracycline were examined for their degradation, we 
could see that photolysis plays a key role in the degradation of them. Also we 








Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly











2. Ορισµός αντιβιοτικών……………………………………………………10 
3. Γενικά στοιχεία για τα αντιβιοτικά………………………………………10 
4. Ταξινόµηση Αντιβιοτικών……………………………………………….12 
5. Μηχανισµός δράσης των αντιβιοτικών…………………………………..13 
      6. Χρήση αντιβιοτικών (γενικά)…………………………………………….15 
7. Χρήση αντιβιοτικών στις ιχθυοκαλλιέργειες…………………………….16 
8. Μη ορθή χρήση των αντιβιοτικών……………………………………….17 
9. Στοιχεία των εξεταζόµενων αντιβιοτικών 
 Χηµική δοµή και µηχανισµός δράσης της τριµεθοπρίµης…………...18 
9.1 Αντιµικροβιακό φάσµα τριµεθοπρίµης…………………………………19 
   9.2 Απορρόφηση της τριµεθοπρίµης………………………………………..19 
9.3 Χηµική δοµή και µηχανισµός δράσης τετρακυκλίνης  
 και οξυτετρακυκλίνης………………………………………………..20 
9.4 Αντιµικροβιακό φάσµα τετρακυκλινών………………………………..21 
9.5 Απορρόφηση της τετρακυκλίνης και της οξυτετρακυκλίνης…………..22 
    9.6 Είσοδος και παραµονή των αντιβιοτικών στο περιβάλλον……………..22 
9.7 Ευρωπαϊκή Ένωση και νοµοθεσία για υπολείµµατα αντιβιοτικών 
  στο περιβάλλον………………………………………………………24 
9.8 Μικροβιακή αντοχή…………………………………………………….24 
10. Αποδόµηση αντιβιοτικών. ∆ιεργασίες αποδόµησης  
 των αντιβιοτικών στο περιβάλλον……………………………………25 
10.1 Φωτόλυση, υδρόλυση και θερµόλυση………………………………...26 





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




1.  Γενικές αρχές υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης. Εισαγωγή…......30 
2. Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης………………………………..31 
3. Χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης……………………………………31 
4. Οργανολογία……………………………………………………………..32 
5. Σύστηµα διανοµής διαλυτών…………………………………………….33 
6.  Μονάδα εισαγωγής δείγµατος…………………………………………..34 
7. Χρωµατογραφική στήλη………………………………………………....34 
8.  Σύστηµα ανίχνευσης…………………………………………………….36 
9. Χαρακτηριστικά απόδοσης χρωµατογραφήµατος……………………….37 
 
III. ΚΕΦΑΛΑΙΟ……………………………………………………………………..38 
1. Πειραµατικό µέρος………………………………………………………38 
Περιοχή µελέτης…………………………………........................................38 
2. Πείραµα 1ο. Επίδραση της φωτόλυσης σε δείγµατα τριµεθοπρίµης 
 µε διαφορετικές συγκεντρώσεις……………………………………..39 
3. Πείραµα 2ο. Επίδραση της φωτόλυσης σε δείγµατα τριµεθοπρίµης 
 που προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις νιτρικών…………..40 
4. Πείραµα 3ο. Επίδραση της φωτόλυσης στην αποδόµηση  
 της τετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις…………………41 
5. Πείραµα 4ο. Επίδραση της φωτόλυσης στην αποδόµηση  
της οξυτετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις……………..43  
 
IV. ΚΕΦΑΛΑΙΟ……………………………………………………………………...45 
 Αποτελέσµατα και συζήτηση………………………………………………...45 
1. Πείραµα 1ο………………………………………………………………....45 
2. Πείραµα 2ο………………………………………………………………....47 
  3. Πείραµα 3ο ………………………………………………………………...49 





A. Όργανα και συσκευές……………………………………………………..66 
B.  Αντιδραστήρια – Υλικά ………………………………………………….66 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:42:45 EET - 137.108.70.7
8 
 
Γ. Οργανολογία χρωµατογραφικού συστήµατος…………………………….67 

























Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Οι περισσότεροι άνθρωποι έχουν συνδυάσει  τις διάφορες φαρµακευτικές 
ουσίες µε θεραπεία ασθενειών και ίσως µε κάποιες παρενέργειες που µπορεί να 
έχουν στον οργανισµό από τη χρήση τους. Λίγοι είναι αυτοί που συνδυάζουν τη 
χρήση φαρµακευτικών ουσιών µε µόλυνση του περιβάλλοντος 
(Umweltbundesamt, 2005). 
Αναµφισβήτητη είναι η τεράστια κατανάλωση αντιβιοτικών που γίνεται σε 
παγκόσµιο επίπεδο τόσο από τους ίδιους τους ανθρώπους όσο και από την χρήση 
τους στην κτηνοτροφία, στις ιχθυοκαλλιέργειες και στα φυτά. Ανάλογα µεγάλες 
είναι και οι ποσότητες που εισέρχονται στο περιβάλλον. Κατά τη διάρκεια της 
τελευταίας δεκαετίας, ένας µεγάλος  αριθµός από εργασίες έχουν δηµοσιευτεί 
σχετικά µε την είσοδο, παραµονή, πεπρωµένο και τελικά την επίδραση στο 
περιβάλλον των αντιβιοτικών. Υπάρχει ακόµα ένα µεγάλο κενό και άγνοια για την 
«µοίρα» των αντιβιοτικών στο περιβάλλον, παρά τις συνεχείς έρευνες. Γίνεται 
όµως φανερό πως παρά τα πλεονεκτήµατα των αντιβιοτικών ως θεραπευτικά µέσα, 
παρατηρούνται στο περιβάλλον και επιδράσεις που µόνο ως πλεονεκτήµατα δεν 
µπορούν να θεωρηθούν.  
Ευρήµατα δείχνουν πως µετά την είσοδο τους στο περιβάλλον, τα αντιβιοτικά 
δεν εξαφανίζονται, αλλά είναι παρόντα (Umweltbundesamt,2005). Tα αντιβιοτικά 
µπορεί να καταλήγουν στον υδροφόρο ορίζοντα και έπειτα στο πόσιµο νερό και 
ίσως να περνούν στα φυτά και στα ζώα. 
 Η είσοδος των αντιβιοτικών  στο περιβάλλον επιδρά στα βακτήρια που 
συναντά και είναι δυνατόν να αλλάζει τη χλωρίδα τους (Thiele-Bruhn,2003A). 
Αυτό µπορεί να οδηγήσει σε στελέχη µικροβίων ιδιαίτερα ανθεκτικών που στην 
πορεία του χρόνου ενδεχοµένως να µην καταπολεµούνται από αντιβιοτικά 
(BGVV, 1997). 
Μετά την είσοδό τους τα αντιβιοτικά δεν παραµένουν σταθερά, αλλά 
επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες που µπορεί να είναι αβιοτικοί ή βιοτικοί 
και αποδοµούνται. Η αποδόµηση των διαφόρων οµάδων αντιβιοτικών είναι 
διαφορετική  και δεν ακολουθεί πάντα τον ίδιο δρόµο. Κάτω από διαφορετικές 
συνθήκες περιβάλλοντος ακόµα και µεταξύ των ιδίων αντιβιοτικών είναι δυνατόν 
να διακρίνουµε αξιοσηµείωτες διαφορές. 
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2. Ορισµός αντιβιοτικών.  
Αντιµικροβιακά είναι  ουσίες φυσικές, ηµισυνθετικές ή συνθετικές, οι οποίες 
προκαλούν αναστολή της ανάπτυξης και του πολλαπλασιασµού µικροοργανισµών 
ή/και τη θανάτωσή τους. Αντιβιοτικά είναι τα αντιµικροβιακά τα οποία 
συντίθενται και απεκκρίνονται από µικροοργανισµούς και τα οποία δρουν έναντι 
άλλων ειδών µικροοργανισµών  (Μπατζίας, 2003). 
Ο αρχικός όρος «αντιβιοτικό» περιλαµβάνει οποιαδήποτε ουσία έχει 
βιολογική δράση έναντι των ζωντανών οργανισµών. Παρ’ όλα αυτά ο όρος πλέον 
χρησιµοποιείται για ουσίες που έχουν δράση αντι-βακτηριακή, αντι-µυκητιακή και 
αντι-παρασιτική ( Gräfe, 1992 )  
 
3. Γενικά στοιχεία για τα αντιβιοτικά.  
Τα αντιβιοτικά χωρίζονται µε βάση την πηγή προέλευσής τους σε τρεις 
κατηγορίες. Τα «φυσικά αντιβιοτικά» τα οποία είναι χηµικές ουσίες που 
παράγονται από µικροοργανισµούς, συνήθως βακτήρια και µύκητες, και 
παρεµποδίζουν ή αναστέλλουν την ανάπτυξη των βακτηρίων. Τα πρώτα 
αντιβιοτικά που χρησιµοποιήθηκαν στην σύγχρονη ιατρική αποµονώθηκαν από 
ζωντανούς οργανισµούς και ήταν για παράδειγµα η οµάδα της πενικιλίνης που 
παράγεται από τους µύκητες του γένους Penicillium  ή η στρεπτοµυκίνη που 
προέρχεται από τα βακτήρια του γένους Streptomyces. Εκατοντάδες είναι τα 
φυσικά αντιβιοτικά που έχουν ταυτοποιηθεί και περίπου 100 είναι αυτά που έχουν 
αναπτυχθεί σε τέτοιο στάδιο, που να µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τη 
θεραπεία µολυσµατικών ασθενειών.  
Η δεύτερη κατηγορία των αντιβιοτικών είναι τα «ηµισυνθετικά», τα οποία 
προέρχονται από τα φυσικά αντιβιοτικά µε µικρές τροποποιήσεις στη δοµή τους. 
Για παράδειγµα, µετά την ανακάλυψη της βενζυλοπενικιλλίνης, µια µικρή 
τροποποίηση στον αυξητικό παράγοντα του Penicillium οδήγησε στην εισαγωγή 
ενός µόνο ατόµου οξυγόνου στην αλυσίδα του φυσικού προϊόντος σχηµατίζοντας 
τη φαινοξυµεθυλοπενικιλλίνη. Το παράγωγο αυτό είναι πιο σταθερό σε όξινο 
περιβάλλον και είναι κατάλληλο για τη χορήγηση από το στόµα (per os). Μετά τη 
χηµική ταυτοποίηση πολλών φυσικών αντιβιοτικών, πλήθος παραγώγων 
προέκυψαν και συνεχίζουν να ανακαλύπτονται. Άλλο παράδειγµα ηµι - 
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συνθετικών αντιβιοτικών είναι οι πενικιλλινάσες, οι οποίες είναι ανθεκτικές, ηµι - 
συνθετικές πενικιλίνες, όπως η ναφκιλλίνη, κλοξακιλλίνη και φλουκλοξακιλλίνη. 
Η τρίτη κατηγορία, τα «συνθετικά αντιβιοτικά», είναι προϊόντα χηµικής 
σύνθεσης και χαρακτηρίζονται ως χηµειοθεραπευτικά. Η πρόοδος της Οργανικής 
Χηµείας είχε ως αποτέλεσµα πολλές κατηγορίες αντιβιοτικών να είναι προϊόντα 
χηµικής σύνθεσης. Τα περισσότερα αντιβιοτικά είναι σχετικά µικρά µόρια µε 
µοριακή µάζα που συνήθως δεν ξεπερνάει τα 2000 Da. Η πρώτη ένωση µε 
χηµειοθεραπευτική δράση σε κλινική χρήση ήταν το Prontosil ένα αζω - παράγωγο 
µε δοµή παραπλήσια των σουλφονιλαµιδίων. Αργότερα αναπτύχθηκαν τα 
σουλφοναµίδια που µέχρι σήµερα, παίζουν σηµαντικό ρόλο στη θεραπεία 
µολυσµατικών ασθενειών. Πιο πρόσφατα παραδείγµατα συνθετικών αντιβιοτικών 
είναι τα νιτροφουράνια και οι κινολόνες. 
Μερικά αντιβακτηριακά αντιβιοτικά καταστρέφουν τα βακτήρια 
(βακτηριοκτόνα), ενώ άλλα αποτρέπουν τον πολλαπλασιασµό του βακτηρίου 
(βακτηριοστατικά). Τα βακτηριοκτόνα είναι ουσίες που σκοτώνουν εκλεκτικά τα 
βακτήρια, ενώ τα βακτηριοστατικά εµποδίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων µε 
βακτηριακή αλληλεπίδραση (πρωτεϊνική παραγωγή, αντιγραφή του DNA, 
µεταβολισµός των κυττάρων) (http://wikipedia.org/wiki/Antibiotic). 
Στον άνθρωπο τα αντιβιοτικά χορηγούνται συνήθως από το στόµα . Για 
σοβαρές καταστάσεις η χορήγηση γίνεται παρεντερικά (ενδοµυϊκά, υποδόρια, 
ενδοφλέβια). Η αποτελεσµατικότητα των µεµονωµένων αντιβιοτικών ποικίλει 
ανάλογα µε το σηµείο της µόλυνσης, την ικανότητα του αντιβιοτικού να 
προσεγγίσει το σηµείο της µόλυνσης και την δυνατότητα του µικροβίου να 
αλληλεπιδράσει µε το αντιβιοτικό. 
Επίσης τα αντιβιοτικά χορηγούνται και για τοπική χρήση, όπως είναι οι 
σταγόνες για τα µάτια ή και σε µορφή αλοιφής.  
Στα ψάρια η χορήγηση των αντιβιοτικών γίνεται είτε µε την τροφή είτε µε 
λουτρά στα οποία υποβάλλονται. 
Τα τελευταία χρόνια τρεις νέες κατηγορίες αντιβιοτικών έχουν αρχίσει να 
χρησιµοποιούνται σε κλινικό επίπεδο. Ύστερα από ένα κενό 40 χρόνων 
ανακαλύφθηκαν οι τρεις νέες κατηγορίες αντιβιοτικών: α) τα κυκλικά λιποπεπτίδια 
(όπως η δαπροµυκίνη), β) οι γλυκυλoκυκλίνες (όπως τιγκεκυκλίνη) και γ) οι 
οξαζολιδινόνες (όπως το λινεζολίδη). Η τιγκεκυκλίνη είναι ευρέος φάσµατος 
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αντιβιοτικό, ενώ τα άλλα δύο χρησιµοποιούνται έναντι των Gram-θετικών 
µολύνσεων. 
Οι καινούριες αυτές κατηγορίες αντιβιοτικών είναι ιδιαίτερα ενθαρρυντικές, 
αφού µπορούν να αντιµετωπίσουν τα αναπτυσσόµενα βακτήρια που αντιδρούν στη 
δράση των υπαρχόντων αντιβιοτικών ( EΜΕΑ , 1999) 
4. Ταξινόµηση Αντιβιοτικών.  
Τα αντιµικροβιακά φάρµακα ταξινοµούνται µε βάση το αντιµικροβιακό 
φάσµα τους, τις φυσικοχηµικές ιδιότητές τους και µε βάση το µηχανισµό δράσης 
τους (Μπατζίας, 2003) 
Τα αντιβακτηριακά αντιβιοτικά ταξινοµούνται µε βάση το αντιµικροβιακό 
φάσµα τους: «στα στενού φάσµατος αντιβιοτικά» (narrow-spectrum) που επιδρούν 
σε συγκεκριµένου τύπου βακτήρια, όπως είναι τα Gram - αρνητικά και τα Gram - 
αρνητικά και τα Gram - θετικά βακτήρια, «στα ευρέος φάσµατος» (broad 
spectrum), που δρουν αποτελεσµατικά σε µεγαλύτερο εύρος βακτηρίων, και στα 
ενδιάµεσου «αντιµικροβιακού φάσµατος». 
Με βάση τις φυσικοχηµικές ιδιότητες σε:  
• όξινου ή βασικού χαρακτήρα 
• λιπόφιλα ή υδρόφιλα 
• οργανικά ή ανόργανα 
Συνήθως όµως, η ταξινόµηση των αντιβιοτικών γίνεται µε βάση το µηχανισµό 












• Τετρακυκλίνες κ.ά. 
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5. Μηχανισµός δράσης των αντιβιοτικών. 
Τα αντιβιοτικά είναι αντιβακτηριακά φάρµακα που παρεµβάλλονται σε 
δοµές ή λειτουργίες απαραίτητες για την επιβίωση ή ανάπτυξη των βακτηρίων, 
χωρίς να προκαλούν βλάβες στον ξενιστή. Η δράση τους µπορεί να είναι 
βακτηριοκτόνος ή βακτηριοστατική, οπότε εµποδίζει την περαιτέρω ανάπτυξή 
τους. ( Walsh, 2003). 
Οι κυριότεροι µηχανισµοί δράσης τους που περιγράφονται είναι οι εξής : 
• Αναστέλλουν τη σύνθεση των κυτταρικών τοιχωµάτων. Αντιβιοτικά µε τη  
συγκεκριµένη δράση είναι οι β-λακτάµες (πενικιλίνες και κεφαλοσπορίνες) 
και η βανκοµυκίνη, οι οποίες αναστέλλουν τη σύνθεση της τρανσπεπτιδάσης. 
Τον ίδιο µηχανισµό δράσης έχει και η βακιτρακίνη, της οποίας η δράση 
εστιάζεται στην αναστολή της µεταφοράς συστατικών από τα κυτταρικά 
τοιχώµατα, µέσω των µεταφορέων. 
• Καταστρέφουν τις κυτταρικές µεµβράνες, όπως η πολυµυξίνη Β η οποία 
συµπλέκεται µε την κυτταρική µεµβράνη και οδηγεί στην καταστροφή της. 
• Αναστέλλουν τη σύνθεση του νουκλεϊνικού οξέος. Αντιβιοτικά µε τη 
συγκεκριµένη δράση είναι οι κινολόνες, όπως το ναλιδιξικό οξύ και η 
κιπροφλοξακίνη οι οποίες συµπλέκονται µε τη DNA - γυράση. Επίσης η 
αζιθροµυκίνη παρεµποδίζει την ανάστροφη αντιγραφή των ρέτρο – ιών  (HIV-
1). 
• Παρεµποδίζουν την αντιγραφή, όπως η ριφαµπικίνη η οποία συµπλέκεται µε 
την RNA - πολυµεράση 
• Αναστέλλουν την πρωτεϊνική σύνθεση (συνήθως τα βακτηριοστατικά 
αντιβιοτικά). Αντιβιοτικά µε συγκεκριµένη δράση είναι οι αµινογλυκοσίδες, 
όπως η στρεπτοµυκίνη και η νεοµυκίνη και οι τετρακυκλίνες, οι οποίες 
αλληλεπιδρούν µε την υποµονάδα 30S, η χλωραµφαινικόλη, µε σηµαντικά 
τοξικές παρενέργειες, που χρησιµοποιείται µόνο σε περιπτώσεις που δε 
µπορούν να δράσουν άλλες ουσίες και τα µακρολίδια, όπως η ερυθροµυκίνη, 
που αλληλεπιδρούν µε την υποµονάδα 50S. 
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(Σχήµα 1. Σχηµατική αναπαράσταση του µηχανισµού δράσης των αντιβιοτικών από 
Χριστοδούλου, 2008) 
• ∆ρουν ως αντιµεταβολίτες (ανάλογα µεταβολιτών), προκαλώντας 
ανταγωνιστική αναστολή των µεταβολικών ενζύµων και µπλοκάρουν την 
ολοκληρωτική βιοσύνθεση ουσιαστικών συστατικών. Για παράδειγµα τα 
σουλφοναµίδια αναστέλλουν τη σύνθεση του φολικού οξέος, ενώ η 
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     6. Χρήση αντιβιοτικών (γενικά).  
Τα αντιβιοτικά είναι η πιο διαδεδοµένη και σηµαντική  κατηγορία 
φαρµακευτικών ουσιών που χρησιµοποιούνται.  Η χρήση τους δεν περιορίζεται 
µόνο στην ιατρική του ανθρώπου αλλά και στην κτηνιατρική, στις 
ιχθυοκαλλιέργειες, στην εκτροφή µελισσών καθώς και στην γεωργία (Alexy, 
2003) 
Στην ιατρική του ανθρώπου χρησιµοποιείται για την καταπολέµηση 
µικροβιακών λοιµώξεων. Και σε αντίθεση µε την κοινή γνώµη που έχει την 
εντύπωση πως η κύρια κατανάλωση αντιβιοτικών γίνεται στα νοσοκοµεία έρευνες 
δείχνουν πως στο Ηνωµένο Βασίλειο 70% της κατανάλωσης γίνεται ιδιωτικά  
(House of Lords, 1998). Επίσης στις ΗΠΑ και στη Γερµανία 75% γίνεται πάλι 
ιδιωτικά και µόνο 25% σε νοσοκοµεία ( Wise 2002, Kümmerer and Henninger, 
2003). Στο Όσλο λιγότερο από 10%  από τα αντιβιοτικά που περνούν στο 
περιβάλλον προέρχονται από νοσοκοµεία (Thomas et al.,2007).  
Τα αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται για τον άνθρωπο είναι νεότερες 
κατηγορίες (π.χ. φθοροκινολόνες) ή νεότερα φάρµακα της κατηγορίας των β-
λακταµών σε σχέση µε αυτά που χρησιµοποιούνται στην κτηνιατρική 
(Bettin,1996). 
Στην κτηνιατρική δε χρησιµοποιήθηκαν και χρησιµοποιούνται µόνο για την 
καταπολέµηση των µικροβιακών λοιµώξεων,  αλλά παλιότερα χρησιµοποιήθηκαν 
και για την πρόληψη ασθενειών και ως αυξητικοί παράγοντες αφού  προστίθονταν 
στις ζωοτροφές (Alexy, 2003). Οι αλλαγές που έχουν γίνει παγκόσµια στην 
κτηνοτροφία µε τη µαζική εστίαση ζώων οδήγησε στο να χρησιµοποιούνται 
τεράστιες ποσότητες για την προφύλαξη των ζώων, καθώς είναι πολύ εύκολη και 
γρήγορη η µετάδοση ενός παθογόνου µικροοργανισµού (Rassow et al.,1996). Για 
παράδειγµα στην πτηνοτροφία το 90 % των αντιβιοτικών που χρησιµοποιούνται 
και το 50 % στην χοιροτροφία εξυπηρετούν µόνο την πρόληψη ασθενειών.  
Όπως αναφέρθηκε στην κτηνιατρική χρησιµοποιούνται παλαιότερα φάρµακα 
από ότι στην ιατρική. Τα αντιβιοτικά που κυριαρχούν είναι οι τετρακυκλίνες και οι 
σουλφοναµίδες. Οι τετρακυκλίνες κατέχουν την πρώτη θέση µε περίπου 70 % της 
συνολικής κατανάλωσης αντιβιοτικών και αυτή τη θέση την κατέχουν διότι 
απαγορεύτηκαν στην δεκαετία του 90 η χλωραµφαινικόλη και τα νιτροφουράνια 
(Bettin, 1996). Επίσης κάποια αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται για τα ζώα δε 
χρησιµοποιούνται και για τον άνθρωπο όπως είναι η ενροφλοξασίνη, η 
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σπεκτινοµυκίνη, η λινκοµυκίνη, η τιαµουλίνη, η µαρβοφλοξασίνη, η 
φλορφαινικόλη κ.α. (Ungemach, 1999b).  
Περίπου το 1/3 του συνόλου των αντιβιοτικών που καταναλώνονται από ζώα 
της Ευρωπαϊκής Ένωσης προορίζονται ως πρόσθετα ζωοτροφών για την επίτευξη 
γρηγορότερης σωµατικής ανάπτυξης και αύξησης του σωµατικού βάρους 
(Ungemach, 1999a). Τα αντιβιοτικά που προστίθενται στις ζωοτροφές αλλάζουν 
τη µικροχλωρίδα του πεπτικού συστήµατος των ζώων και οδηγούν σε µια αύξηση 
της ενεργητικότητας των πεπτικών ενζύµων και στη συνέχεια αυξάνεται  και η 
όρεξη των ζώων (Alexy, 2003). 
Και σε ότι αφορά τον αριθµό των  αντιβιοτικών που χρησιµοποιούνται  είναι 
γνωστό πως µόνο στη Γερµανία χρησιµοποιούνται περισσότερες από 250 
αντιβιοτικές και αντιµυκητιακές ουσίες στην ιατρική και στην κτηνιατρική  
(Kümmerer and Henninger, 2003). 
Επίσης στη γεωργία ένα σηµαντικός όγκος αντιβιοτικών χρησιµοποιείται 
παγκόσµια. Τα κυριότερα αντιβιοτικά που  χρησιµοποιούνται είναι η 
στρεπτοµυκίνη, η χλωραµφαινικόλη, το οξολινικό οξύ (Alexy, 2003). Η 
παγκόσµια κατανάλωση αντιβιοτικών στη γεωργία υποστηρίζεται πως ξεπερνά 
αυτή της κατανάλωσης από τα ζώα  (Ungemach, 1999b). 
Αντιβιοτικά χρησιµοποιούνται ακόµα και στα φίλτρα του καπνίσµατος, για 
το βάψιµο των πλοίων (τετρακυκλίνη, πενικιλίνη) και  για την εκτροφή της 
µέλισσας ( Alexy, 2003). 
 
7. Χρήση αντιβιοτικών στις ιχθυοκαλλιέργειες.  
Η χρήση των αντιβιοτικών στις ιχθυοκαλλιέργειες ξεκίνησε από  το 1946 
όταν ο Gutsell αναγνώρισε το δυναµικό και την χρηστικότητα τους στην 
αντιµετώπιση βακτηριακών νοσηµάτων.  
Στις ιχθυοκαλλιέργειες στην Ευρώπη χρησιµοποιούνται κυρίως η 
οξυτετρακυκλίνη, τριµεθοπρίµη, σουλφοναµίδη, φλουµεκίνη, οξολινικό οξύ, 
φλορφαινικόλη (Weston, 1996 και Hansen et al., 1993). Στην Ιαπωνία και σε άλλα 
Ασιατικά κράτη γίνεται χρήση αντιβιοτικών που στην Ευρωπαϊκή ένωση έχουν 
απαγορευτεί (όπως χλωραµφαινικόλη)(Greenpeace, 2001). Στις Η.Π.Α. 3 
αντιβιοτικά επιτρέπονται για χρήση στις ιχθυοκαλλιέργειες , η οξυτετρακυκλίνη 
υδροχλωρική, η σουλφαµεθαξίνη και η ορµεθοπρίµη (Benbrook, 2002). 
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Τα αντιβιοτικά στα ψάρια χορηγούνται κυρίως µε την τροφή και η 
δοσολογία τους κυµαίνεται από 38 έως 75 mg/kg σωµατικού   βάρους ανάλογα µε 
τη δραστική ουσία. Η εκτροφή των ψαριών γίνεται σήµερα µε µεγάλη 
ιχθυοπυκνότητα και είναι αδύνατο να παραµεληθεί η χρήση των αντιβιοτικών 
καθώς ένας παθογόνος παράγοντας µπορεί να προκαλέσει  πολύ γρήγορα µεγάλη 
ζηµιά. Ωστόσο είναι αξιοσηµείωτο πως τα τελευταία χρόνια η χρήση αντιβιοτικών 
στις ιχθυοκαλλιέργειες έχει µειωθεί εξαιτίας νέων τεχνικών όπως εµβολιασµοί, 
συγχρονισµός εγκαταστάσεων και χωρισµός ανάλογα µε την ηλικία τους  και της 
τάσης της Ευρωπαϊκής Ένωσης που νοµοθετεί ανάλογα (Grave and Nafstad,1995). 
 
8. Μη ορθή χρήση των αντιβιοτικών.  
Μη ορθή χρήση των αντιβιοτικών από τους ανθρώπους, συνήθως σηµαίνει 
λήψη του αντιβιοτικού για χρονικό διάστηµα µικρότερο από αυτό που καθορίζεται 
από την ιατρική συνταγή. Συχνά οι ασθενείς δεν αφήνουν το απαραίτητο χρονικό 
διάστηµα που απαιτείται µεταξύ της χορήγησης του αντιβιοτικού και της 
εκκαθάρισης του ανθρώπινου οργανισµού από τους µολυσµατικούς 
µικροοργανισµούς. Οι πρακτικές αυτές συχνά οδηγούν στην ανάπτυξη 
βακτηριακών πληθυσµών µε ιδιαίτερη αντοχή στα αντιβιοτικά. Συχνά γίνεται και 
λανθασµένη χορήγηση των αντιβιοτικών, όπως για παράδειγµα είναι η χρήση 
αντιβακτηριακών αντιβιοτικών για τη θεραπεία σοβαρών µολύνσεων ή για κάποιο 
συνηθισµένο κρυολόγηµα.  
Σοβαρότερες είναι όµως οι επιπτώσεις όταν γίνεται λάθος χρήση των 
αντιβιοτικών σε ζώα που εκτρέφονται και προορίζονται για κατανάλωση από τον 
άνθρωπο. Εκτιµάται ότι πάνω από το 50% των αντιβιοτικών που 
χρησιµοποιούνται στην Αµερική δίνονται σε εκτροφές ζώων (π.χ. πουλερικά και 
χοιρινά κρέατα) απουσία κάποιας ασθένειας. Η χρήση των αντιβιοτικών στην 
παραγωγή εδώδιµων κρεάτων σχετίζεται άµεσα µε το ζήτηµα της αντοχής των 
αντιβιοτικών σε στελέχη βακτηρίων που περιλαµβάνουν τα Salmonella ssp., 
Campylobacter ssp., Eschrichia coli. και Enteroccus ssp. Αποτελέσµατα 
Ευρωπαϊκών και Αµερικάνικων ερευνών καταλήγουν στο ότι ανθεκτικά βακτήρια 
προκαλούν µολύνσεις στον άνθρωπο, οι οποίες δε θεραπεύονται µε τα 
συνηθισµένα αντιβιοτικά που συνταγογραφούνται (Χριστοδούλου, 2008). 
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9. Στοιχεία των εξεταζόµενων αντιβιοτικών. Χηµική δοµή και µηχανισµός 
δράσης της τριµεθοπρίµης.  
Η τριµεθοπρίµη (TMP) είναι ένα συνθετικό αντιβιοτικό µε αντιβακτηριακή  
και ανθελονοσιακή δράση, που πρωτοπαρήχθη το 1956 ως αποτέλεσµα 
συστηµατικής έρευνας ( Gleckman et al., 1979 και Schweitzer et al., 1990). 
Η τριµεθοπρίµη διαδραµατίζει ένα σηµαντικό ρόλο σε συνδυασµό µε τις 
σουλφοναµίδες. Πρακτικά χρησιµοποιείται κυρίως µε σουλφοναµίδες. Με το 
συνδυασµό διαφόρων σουλφονιλαµιδίων και τριµεθοπριµών είναι δυνατόν να 
αναπτυχθεί ένα δυναµικό που αυξάνει την αντιµικροβιακή δραστηριότητα αυτών 
των ουσιών (Kroker et al., 2002). 
 Όσον αφορά στη χηµική της δοµή , πρόκειται για µια διαµινο-τριµεθυλο-
βενζυλο-πυριµιδίνη (Σχ. 2) που ανήκει στην οικογένεια των διαµινοπυριµιδινών. 




       (Σχ. 2.) 
  
Η τριµεθοπρίµη αναστέλλει το ένζυµο διυδροφυλλική αναγωγάση (DHFR) 
που καταλύει τη µετατροπή του διυδροφυλλικού σε τετραυδροφιλλικό οξύ. 
Συγκεκριµένα, δεσµεύεται ανταγωνιστικά στην ίδια θέση µε το διυδροφυλλικό 
οξύ. Το τετραυδροφιλικό οξύ αποτελεί δότη µεθυλοοµάδων για τη µεθυλίωση της 
ουρακίλης και τη µετατροπή της σε θυµίνη και γενικότερα αποτελεί κύριο 
παράγοντα των βιοχηµικών µονοπατιών σύνθεσης πουρινών, πυριµιδινών, 
αµινοξέων κλπ. (Hartman,1993). Κατά συνέπεια, αναστολή της παραγωγής του 
τετραυδροφυλλικού οξέος από την τριµεθοπρίµη παρεµποδίζει την ανάπτυξη και 
επιβίωση του βακτηριακού κυττάρου, ενώ τα ανθρώπινα ή τα ζωικά κύτταρα δεν 
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επηρεάζονται λόγω της πρόσληψης έτοιµου φυλλικού οξέος από το περιβάλλον 
(Hithching et al., 1973) 
Πέρα όµως από την κύρια δράση της τριµεθοπρίµης δηλαδή την αναστολή 
σύνθεσης τετραυδροφυλλικού οξέος , επιπρόσθετη συνέπεια δράσης της είναι η 
αύξηση της συγκέντρωσης διυδροφυλλικού οξέος , που οδηγεί σε ενεργοποίηση 
του µηχανισµού αναδροµής  αναστολής της βιοσύνθεσής του, καθώς και σε 
επαγωγή του µηχανισµού επιδιόρθωσης του DNA (Lewin et al.,1991). 
 
9.1 Αντιµικροβιακό φάσµα τριµεθοπρίµης. 
Η τριµεθοπρίµη όπως αναφέρθηκε έχει ανθελονοσιακή και αντιµικροβιακή 
δράση. Είναι δραστική έναντι πολλών Gram θετικών βακτηρίων, όπως 
σταφυλόκοκκοι (Staph. Aureus, Staph. Epidermidis) στρεπτόκοκκοι (Str. 
pyogenes, Str. Pneumoniae), εντερόκοκοι (Ent. faecalis) κορυνοβακτήρια 
(Corynebacterium diptheriae), λιστέριες (Listeria monocytogenes) και κλωστρήδια 
(Clostridium perfringens). 
Επίσης και έναντι των περισσότερων Gram αρνητικών αερόβιων βακτηρίων 
όπως Εντεροβακτηριακά, Escherichia coli, Klebsesiella spp,Proteus mirabilis, 
Serratia marcescens, Salmonella spp, Shigella spp, Haemophilus 
influenza,Neisseria gonorrhea,Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, 
Stenotrophomonas maltophilia, Haemophilus influenza, Vibrio cholera, Nocardia 
steroides, Chlamydophila trachomatis, Brucella και Neisseria (Zinner et al. 2000). 
Ενδογενή αντοχή στην τριµεθοπρίµη παρουσιάζουν η ωχρά σπειροχαίτη, τα 
Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma, Pseudomonas και τα αναερόβια 
βακτήρια.  
Η τριµεθοπρίµη µόνη ή σε συνδυασµό συνήθως µε σουλφοναµίδες, 
χρησιµοποιείται ειδικότερα για τη θεραπεία λοιµώξεων του ουροποιητικού 
συστήµατος, του αναπνευστικού, του γαστρεντερικού, σε αφροδίσια νοσήµατα, 
λοιµώξεις των χοληφόρων οδών, οστεοµυελίτιδες κλπ. 
 
9.2 Απορρόφηση της τριµεθοπρίµης. 
 Έπειτα  από του στόµατος χορήγηση της τριµεθοπρίµης το 50 έως 80 % της 
ουσίας αποβάλλεται χωρίς καµία µεταβολή στο περιβάλλον (Hirsch et al.1999). 
Τόσο όµως η µητρική ουσία όσο και οι µεταβολίτες της αποβάλλονται από τους 
νεφρούς. Σε ότι αφορά το ποσοστό της ουσίας που αποβάλλεται από τα ούρα 
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χοίρων και βοοειδών µαζί µε τους µεταβολίτες της φτάνει το 65% ( Halling 
Sörensen et al. 2001). 
 
9.3 Χηµική δοµή και µηχανισµός δράσης τετρακυκλίνης  
και οξυτετρακυκλίνης. 
Ο βασικός χηµικός πυρήνας των τετρακυκλινών είναι παράγωγο του 
ναφθαλενίου και αποτελείται από τέσσερις δακτυλίους , γι’ αυτό και ονοµάστηκε 
µε αυτόν τον τρόπο. Η ονοµασία τετρακυκλίνη ανήκει στην ξεχωριστή 
ηµισυνθετική ουσία τετρακυκλίνη. (Μουζούρας, 1996). 
  Οι πρώτες φυσικές τετρακυκλίνες ήταν η οξυτετρακυκλίνη και η 
χλωροτετρακυκλίνη. Είναι κρυσταλλικές , αµφοτερικές ενώσεις , λίγο διαλυτές 
στο νερό, αλλά σχηµατίζουν διαλυτά άλατα (µε υδροχλωρικό οξύ και νάτριο). Οι 
τετρακυκλίνες γενικά εµφανίζουν µεγάλη συνδεσιµότητα µε κατιόντα δι- ή 
τριπολικά όπως  Ca2+, Mg2+, Fe3+   και σχηµατίζουν  χηλικές ενώσεις  που είναι 
δύσκολα απορροφήσιµες. Οι κυριότεροι µεταβολίτες είναι: 4 επι –τετρακυκλίνη, 
επι-χλωροτετρακυκλίνη, ισο-χλωροτετρακυκλίνη (µε ελάχιστη ή µηδαµινή 
αντιµικροβιακή δράση) όπως και ανυδρο-τετρακυκλίνη και επι-ανυδρο-
τετρακυκλίνη (που είναι δραστικές έναντι µικροβίων αλλά περισσότερο τοξικές 
από τις µητρικές τους ενώσεις που κατάγονται) ( Sattelberger et al., 2005). 
Παρόλο που η οξυτετρακυκλίνη και η χλωροτετρακυκλίνη είναι παράγωγα 
της τετρακυκλίνης ωστόσο η τετρακυκλίνη ανακαλύφθηκε αργότερα απ’ αυτές, 
όταν δύο ανεξάρτητοι ερευνητές κατέληξαν σ’ αυτήν ύστερα από αποδόµηση της 
οξυτετρακυκλίνης και της χλωροτετρακυκλίνης. Σπάνια χρησιµοποιείται στην 
κτηνιατρική. ( Μουζούρας,  1996 ). 
          
(Σχήμα 3 Χημική δομή τετρακυκλίνης)   
Η οξυτετρακυκλίνη αποµονώθηκε από τον στρεπτοµύκητα του εδάφους 
Streptomyces rimosus και γι’ αυτό πήρε και την εµπορική ονοµασία Terramycin 
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(Terra = έδαφος ). (Μουζούρας , 1996 ). Αποτελεί ένα από τα πιο συχνά 
χρησιµοποιούµενα αντιβιοτικά στην κτηνιατρική, ενώ  στις ιχθυοκαλλιέργειες 
































(Σχήμα  4. Χημική δομή οξυτετρακυκλίνης) 
 
Στην ιατρική του ανθρώπου χρησιµοποιούνται πλέον µόνο η δοξυκυκλίνη 
και η µινοκυκλίνη εξαιτίας της ανθεκτικότητας των µικροβίων στα άλλα 
αντιβιοτικά αυτής της οικογένειας, ενώ στην κτηνιατρική η χρήση των 
τετρακυκλινών είναι πιο διαδεδοµένη ( Radka et al.,2003 ) 
Οι τετρακυκλίνες εµποδίζουν τη ριβοσωµατική πρωτεινοσύνθεση των 
µικροβίων, καθώς συνδέονται µε τα ριβοσωµάτια και τα µικρόβια αντιδρούν µε  
ιδιαίτερη ευαισθησία σε αυτό το µηχανισµό. Συγκεκριµένα συνδέονται µε τους 
υποδοχείς της 30 S υποοµάδας των ριβοσωµατίων του µικροβιακού κυττάρου µε 
αποτέλεσµα να ανακόπτεται η σύνθεση του αµινοακέτυλο tRNA µε την ενεργό 
πλευρά του συµπλέγµατος mRNA . ∆ιακόπτεται έτσι η σύνθεση νέων αµινοξέων 
στην υπό σύνθεση πεπτιδική αλυσίδα. Είναι όπως αναφέρθηκε τυπικοί 
εκπρόσωποι της κατηγορίας των βακτηριοστατικών και θεωρούνται ευρέως 
φάσµατος αντιβιοτικά (Satellberger et al., 2005).  
 
9.4 Αντιµικροβιακό φάσµα τετρακυκλινών. 
 Οι τετρακυκλίνες είναι βακτηριοστατικά αντιµικροβιακά ευρέος φάσµατος. 
Το αντιµικροβιακό τους φάσµα περιλαµβάνει κατά Gram θετικά και αρνητικά 
βακτηρίδια. Είναι δραστικές έναντι µερικών παθογόνων µικροοργανισµών, που 
είναι ανθεκτικοί σε άλλα αντιµικροβιακά, όπως οι ρικέτσιες και µερικοί µεγαλοιοί 
(όπως π.χ. οι ψιτακοιοί) καθώς επίσης έναντι των µυκοπλασµάτων, των 
σπειροχαιτών (Leptospira, Treponema) και των ακτινοµυκήτων. Επίσης οι µεγάλες 
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οι δόσεις είναι δραστικές έναντι µερικών παθογόνων πρωτοζωικών οργανισµών, 
όπως το Anaplasma margitalics που προκαλεί την αναπλάσµωση. 
Μεγάλος αριθµός µικροβιακών στελεχών αναπτύσσει εύκολα ανθεκτικά 
στελέχη έναντι των τετρακυκλινών. Τα σηµαντικότερα από αυτά είναι: Proteus, 
Pseudomonas aeruginosa, Aerobacter aerogenes, Salmonela cholerasuis, S. 
typhimurium, S. pullorum, S. gallinarum, Chlamydia psytacci, Staphyloccocus 
aureus, Pasteurella multocida, Klebsesiella pneumoniae και β-αιµολυτικοί 
στρεπτόκοκοι. Η αντοχή αυτή αναπτύσσεται µε µηχανισµούς που παρεµποδίζουν 
την είσοδο των τετρακυκλινών στο κυτταρόπλασµα ή µε ένζυµα που η σύνθεση 
τους κωδικοποιείται στους πλασµιδιακούς γόνους των µικροβίων. (Μουζούρας , 
1996). 
Είναι δραστική έναντι βακτηρίων Gram + όπως στρεπτόκοκκοι και 
πνευµονόκοκκοι, έναντι Gram – όπως Neisseria, Bordetella, Campylobacter αλλά 
και µυκοπλάσµατα, χλαµύδιες , ρικέτσιες και σπειροχέτες. (Radka et al., 2003). 
 
9.5 Απορρόφηση της τετρακυκλίνης και της οξυτετρακυκλίνης.  
Η τετρακυκλίνη τόσο στο ανθρώπινο σώµα όσο και σε αυτό των ζώων 
µεταβολίζεται ελάχιστα και αποβάλλεται από τα ούρα και τα κόπρανα σε ποσοστό 
80 µε 90% στον άνθρωπο (Kuhne et al. 2000) και έως 72% στους χοίρους. 
Η οξυτετρακυκλίνη σύµφωνα µε τους Satellberger et al (2005) αποβάλλεται 
έως 90% αυτούσια, στη δραστική µορφή της από τα κόπρανα και τα ούρα στο 
περιβάλλον  
 
9.6 Είσοδος και παραµονή των αντιβιοτικών στο περιβάλλον. 
 Μετά τη χρήση τους οι δραστικές ουσίες καθώς και οι µεταβολίτες τους 
καταλήγουν και εισδύουν µε διαφορετικούς τρόπους στο περιβάλλον 
(Sommer,2002). Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή το 90 % των αντιβιοτικών 
που εισέρχονται σε έναν οργανισµό περνά χωρίς να µεταβολιστεί στο περιβάλλον.  
Η είσοδος  των αντιβιοτικών στο περιβάλλον από την  χρήση τους στην 
κτηνοτροφία διαφέρει αρκετά από αυτήν που συµβαίνει από την ανθρώπινη 
χρήση. Αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται για τον άνθρωπο καταλήγουν στο 
περιβάλλον από τα απόνερα των σπιτιών και των νοσοκοµείων και έπειτα  µε τους 
υπονόµους στα επιφανειακά ύδατα και τελικά καταλήγουν στα υπόγεια ύδατα. Τα 
αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται στην  κτηνοτροφίας πάνε στο έδαφος όπου είτε 
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µε επιφανειακά ύδατα παρασύρονται και απολήγουν στα υπόγεια νερά  ή 
κατακάθονται στην κοπριά και έπειτα αφού χρησιµοποιηθούν ως κοπριά 
καταλήγουν στο έδαφος και τελικά στα υπόγεια ύδατα  (σχήµα 5). 
Ένας άλλος άµεσος τρόπος που αντιβιοτικά εισδύουν άµεσα στο περιβάλλον 
χωρίς καν να περάσουν από έναν οργανισµό είναι µε τη χρήση τους στις 
ιχθυοκαλλιέργειες (Feuerpfeil et al .1999). Σε αυτή την περίπτωση τα αντιβιοτικά 
είτε παρέχονται µε την τροφή (και ένα µεγάλος µέρος βυθίζεται αµέσως) είτε 
δίνονται απευθείας στο νερό. 
 Επίσης δεν θα έπρεπε να παραβλέψουµε τις τεράστιες ποσότητες  από 
αντιβιοτικά που τελικά δεν χρησιµοποιούνται και διαµέσου των σκουπιδιών 
καταλήγουν στο περιβάλλον από τις χωµατερές όπου δεν καταστρέφονται 





(Σχήμα 5. Σχεδιάγραμμα για την είσοδο των αντιβιοτικών στο περιβάλλον   
από   Arge Elbe, 2003) 
 
Οι συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών φαίνεται πως βρίσκονται σε 
µεγαλύτερες συγκεντρώσεις στα απόνερα των νοσοκοµείων, ενώ στις µικρότερες 
συγκεντρώσεις στους υπονόµους των δηµόσιων κτιρίων (Xu et al., 2007) και η 
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επιβάρυνση που δέχεται το περιβάλλον είναι σαφώς µεγαλύτερη από περιοχές 
όπου υπάρχει αυξηµένη κατανάλωση αντιβιοτικών. 
Τέλος πρέπει να αναφερθεί πως δεν υπάρχουν αρκετά δεδοµένα ακόµα για  
την  παρουσία αντιβιοτικών υπολειµµάτων στο πόσιµο νερό. Υπάρχει αναφορά 
πως έχουν βρεθεί αντιβιοτικά στο πόσιµο νερό (Ye et al., 2007) 
 
9.7 Ευρωπαϊκή Ένωση και νοµοθεσία για υπολείµµατα αντιβιοτικών 
 στο περιβάλλον.  
Το 1965 ήταν η πρώτη χρονιά που τέθηκαν οι πρώτοι όροι στην Ευρώπη για 
την ορθή χρήση των φαρµάκων (∆ιάταξη 65/65/EG) (Umweltbundesamt 2005). 
Επιτρεπτά όρια  για υπολείµµατα αντιβιοτικών στο περιβάλλον τέθηκαν στην 
Ευρωπαϊκή Ένωση από το 1998. Αφορµή για αυτό στάθηκε η διάταξη Ν.2309/93 
από τις 22 Ιουλίου 1993 (EWG, 1993). Η διάταξη απαιτούσε εκτός από την 
δηµιουργία  µιας ενιαίας  επιτροπής  για την έγκριση των φαρµάκων και ίδρυση 
µιας Ευρωπαϊκής επιτροπής για την αξιολόγηση των φαρµάκων. Αυτή η 
ευρωπαϊκή επιτροπή αξιολόγησης των φαρµάκων  ( EMEA – European Agency 
for the Evaluation  of Medicinal Products ) που ιδρύθηκε το 1995, µαζί µε την 
επιτροπή για κτηνιατρικά φάρµακα (CVMP – Committee for Veterinary Medicinal 
Products ) ιδρύθηκαν το 1995  (Rönnefahrt et al., 2002). Επίσης το 1996 ιδρύθηκε 
η VICH (International Cooperation on Harmonization of Technical Requirements 
for Autorization of Veterinary Medicinal Products ) η οποία το 2000 και το 2004 
εξέδωσε σε δυο φάσεις µια λίστα αξιολόγησης των κτηνιατρικών φαρµάκων 
(Rönnefahrt et al., 2002). 
  
9.8 Μικροβιακή αντοχή.  
Για να χαρακτηρίσουµε κάποιον µικροοργανισµό ως ανθεκτικό σε κάποιο 
αντιβιοτικό τότε θα πρέπει κάτω από συνθήκες θεραπευτικής δόσης του 
αντιβιοτικού να παραµένει η ικανότητα των µικροοργανισµών να 
πολλαπλασιάζονται και να επιβιώνουν (Hahn und Miksit 1999). Εάν ένα µικρό 
υποσύνολο του πληθυσµού αυτού επιβιώσει της θεραπείας, θα αρχίσει να 
πολλαπλασιάζεται και η ευαισθησία του νέου αυτού πληθυσµού στο συγκεκριµένο 
αντιβιοτικό θα είναι κατά µέσο όρο πολύ χαµηλότερη από αυτή του αρχικού 
πληθυσµού, αφού ο νέος πληθυσµός θα έχει προέλθει από στελέχη που επιβίωσαν 
µετά την αρχική θεραπεία. Η επιβίωση του πληθυσµού συχνά οδηγεί σε 
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κληρονοµικότητα της αντοχής στις συγκεκριµένες ενώσεις, γεγονός που 
συναντάται πιο συχνά στον αρχικό πληθυσµό. 
Καθώς τα αντιβιοτικά χρησιµοποιούνται µε στόχο να δράσουν ενάντια σε 
µικροοργανισµούς, κατά την είσοδο και παραµονή τους στο περιβάλλον 
παρατηρείται αυτή η ανεπιθύµητη ενέργεια τόσο στους µικροοργανισµούς του 
εδάφους, όσο και σε αυτούς του νερού. Κυρίως σε εκείνους τους 
µικροοργανισµούς (µικρόβια) που ζουν στους βιολογικούς καθαρισµούς δρουν τα 
αντιβιοτικά. Εκεί ακριβώς είναι δυνατόν να γίνει µια αλλαγή του πληθυσµού των 
µικροβίων στη δυναµικότητα και να αναπτυχθούν ιδιαίτερα ανθεκτικά µικρόβια 
που µπορούν στη συνέχεια να εισβάλουν στο περιβάλλον (Feuerpfeil et al. 1999). 
Και σε αυτό ακριβώς το σηµείο υπάρχει σοβαρός κίνδυνος καθώς η είσοδος αυτών 
των ανθεκτικών µικροβίων στο περιβάλλον, αποτελεί µεγάλη δυσκολία στην 
καταπολέµησή τους (Feuerpfeil et al. 1999). 
Η ανάπτυξη της αντοχής έναντι των αντιβιοτικών έχει εξελιχθεί σε 
σηµαντικό πρόβληµα των αναπτυγµένων και των υποανάπτυκτων κρατών. Από το 
1984 ο µισός πληθυσµός που νοσούσε από φυµατίωση, στην Αµερική, 
περιελάµβανε φορείς ενός στελέχους ιδιαίτερα ανθεκτικού στα συνηθισµένα 
αντιβιοτικά. Αυτό οδήγησε στη χρήση καινούργιων και ακριβότερων συστατικών, 
τα οποία µε τη σειρά τους γίνονται επίσης ανθεκτικά και έτσι η σύγχρονη 
επιστηµονική κοινότητα οδηγείται σε ένα συνεχή αγώνα ανακάλυψης νέων και 
διαφορετικών αντιβιοτικών για να µειώνεται το κίνδυνος της εξάπλωσης των 
µολύνσεων. 
Το πρόβληµα της ανάπτυξης στην αντοχή των αντιβιοτικών επιδεινώνεται 
όταν γίνεται λανθασµένη χρήση των αντιβιοτικών, όπως είναι η χρήση του για την 
αντιµετώπιση συνηθισµένων κρυολογηµάτων ή ασθένειες ιογενούς προέλευσης, 
περιπτώσεις στις οποίες δεν έχουν κανένα θετικό αποτέλεσµα. Η κατάσταση 
επιδεινώνεται όταν τα αντιβιοτικά χρησιµοποιούνται ασύστολα για την προφύλαξη 
και όχι για την θεραπεία των ζώων που προορίζονται 
(http://wikipedia.org/wiki/Antibiotic). 
 
10. Αποδόµηση αντιβιοτικών. ∆ιεργασίες αποδόµησης των αντιβιοτικών 
στο περιβάλλον.  
   Στοιχεία για την αστάθεια των αντιµικροβιακών είναι δυνατόν να 
αναζητηθούν στην ιατρική και στην φαρµακευτική βιβλιογραφία. Ωστόσο γίνεται 
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φανερό πως οι διαδικασίες  αποδόµησης των αντιβιοτικών είναι διαφορετικές 
κάτω από διαφορετικές συνθήκες pΗ ή σκληρότητα του νερού (Werner et al. 
2006) ενώ και η τοποθεσία, η εποχή και η συγκέντρωση της ουσίας µπορεί να 
επηρεάζουν.  
Με την είσοδο ενός αντιβιοτικού στο περιβάλλον είναι δυνατόν αυτό να 
υποστεί διάφορες φυσικές και χηµικές (αβιοτικές) µεταβολές καθώς επίσης και 
βιολογικές (βιοτικές) διεργασίες που µπορούν να οδηγήσουν στην αποδόµηση του.  
Από τις σηµαντικότερες αβιοτικές διεργασίες που συναντόνται είναι η 
υδρόλυση, η φωτόλυση, η θερµόλυση ενώ από τις βιοτικές είναι αυτές που 
προκαλούνται από µικροοργανισµούς όπως µικρόβια, µύκητες, άλγη κλπ. Στα 
αντιβιοτικά βέβαια όπως γίνεται γνωστό από πλήθος δηµοσιευµένων εργασιών 
φαίνεται πως δεν βιοδιασπώνται. (Hirsch et al., 1999, Richardson and Bowron, 
1985, Wiethan et al., 2000, Al-Ahmad et al. 1999, Kümmerer et al., 2000, 
Ingerslev et al., 2001, Ingerslev and Halling-Sörensen, 2001, Thiele-Bruhn, 2003, 
Alexy et al., 2003, Alexy et al., 2004, Gartiser et al., 2007a,b). 
 
10.1 Φωτόλυση, υδρόλυση και θερµόλυση.  
Στην παρούσα εργασία µας απασχόλησε η φωτόλυση κατά πρώτο βαθµό ως 
αβιοτικός παράγοντας καθώς είναι ο παράγοντας που κυριαρχεί στις διεργασίες 
που λαµβάνουν χώρα στα επιφανειακά στρώµατα της υδρόσφαιρας (περίπου 70 % 
της επιφάνειας της γης). Έτσι τα επιφανειακά στρώµατα των υδάτινων 
συστηµάτων όπως τα γλυκά νερά των ποταµών και λιµνών, τα θαλάσσια καθώς 
και το περιβάλλον των εκβολών όπου γλυκό και αλµυρό νερό συνυπάρχουν και 
δηµιουργούν ξεχωριστό σύστηµα (Σακκάς, 2002).  
Ανάλογα βέβαια  µε την ένταση του ηλιακού φωτός παρατηρούνται 
διαφορετικές φωτοχηµικές διεργασίες και δύναται να διακρίνουµε δυο κατηγορίες 
φωτόλυσης, την άµεση και την έµµεση. Η σηµασία και το εύρος της άµεσης και 
της έµµεσης φωτόλυσης των αντιβιοτικών στο υδάτινο οικοσύστηµα είναι ακόµα 
ευρέως άγνωστο. Είναι σηµαντικό όµως να τονιστεί ότι µη πλήρη φωτοµεταφορά 
και φωτοαποδόµηση µπορεί να οδηγήσει σε τοξικά σύµπλοκα , άλλα όχι 
απαραίτητα.    (Coqgor et al.,2006, Arslan-Alaton and Caglayan, 2006, Gonzales et 
al., 2007, Iksender et al., 2007) . Η δραστικότητα όµως της φωτόλυσης εξαρτάται 
από την ένταση του φωτός , την εποχή του έτους και  από την περιοχή του 
φάσµατος του ηλιακού φωτός (Hu and Coats, 2007).      
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Ορισµένα αντιβιοτικά εξαιτίας της χηµικής δοµής τους τείνουν να είναι 
περισσότερα ευαίσθητα στην φωτόλυση ή και στην θερµόλυση. Με την επιρροή 
αυτών των παραγόντων χάνουν τη χηµική δοµή τους και συνεπώς και την 
δραστικότητα τους. 
Είναι αυτονόητο όµως και  πως όταν η µεταφορά του φωτός  εµποδίζεται 
όπως σε θολά  νερά ποταµών  ή σε σκοτεινά από ακαθαρσίες  ή αν επισκιάζονται 
από δέντρα η φωτοαποδόµηση δεν λαµβάνει χώρα ή είναι πολλή περιορισµένη 
(Kallenborn et al., 1998). 
Η φωτοαποδόµηση λοιπόν  λαµβάνει κυρίως χώρα σε επιφανειακά ύδατα. Ο 
Samouelsen (1989) για παράδειγµα εξέτασε το ποσοστό της οξυτετρακυκλίνης που 
επηρεάζεται από το φώς σε θαλασσινό νερό καθώς και στο ίζηµα. Η 
αντιµικροβιακή ουσία αποδείχτηκε πως παρέµεινε περισσότερο σταθερή στο ίζηµα 
παρά στο θαλασσινό νερό. Καθώς λοιπόν δεν είναι άλλος µηχανισµός γνωστός 
αποσύνθεσης για αυτό το αντιβιοτικό, η ουσία παραµένει στο ίζηµα για πολύ 
καιρό, όπως απέδειξαν οι Lunestad and Goksöyr (1990). Επίσης σε έρευνες η  
αµοξικιλλίνη που είναι το πιο συχνά χρησιµοποιούµενο αντιβιοτικό στον άνθρωπο  
στη Γερµανία (από Kümmerer και Henninger 2003), σε αποχετεύσεις βρέθηκαν 
συγκριτικά ελάχιστες ποσότητες από τις χρησιµοποιούµενες (Färber et al.2004). 
Ωστόσο, και  ένας άλλος αβιοτικός παράγοντας είναι η υδρόλυση όπου όπως 
παρατηρούν  κάποιοι µελετητές (Halling-Sörensen 2000) η οξυτετρακυκλίνη και οι 
β-λακτάµες επηρεάζονται σηµαντικά.  Οι φλουοκινολόνες είναι ευαίσθητες στην 
υδρόλυση και στην αυξηµένη θερµοκρασία και ανθεκτικές στην υπεριώδη 
ακτινοβολία.  (Viola et al., 2004, Turiel et al., 2005b, Thiele-Bruhn, 2003, 
Burhenne et al., 1997a). 
 
10.2 Νιτρικά ως συνεργικός παράγοντας στην αποδόµηση. 
 Η κατανάλωση των αντιβιοτικών γίνεται είτε από τα ζώα είτε από τους 
ανθρώπους και η αποβολή τους γίνεται µε τα ούρα και συνεπώς συνδέεται άµεσα η 
παρουσία των αντιβιοτικών µε τα νιτρικά. Η παρουσία των νιτρικών αποτελούν 
έναν σηµαντικό παράγοντα που επηρεάζει την αποδόµηση των αντιβιοτικών. Η 
παρουσία του στα απόνερα τόσο των ζώων όσο και των ανθρώπων είναι ένα 
γεγονός που παλαιότερα δεν εκτιµήθηκε ιδιαίτερα. Ωστόσο θα ήταν παράλογο να 
τον αγνοήσουµε ως παράγοντα καθώς και µόνο στα απόνερα ενός σπιτιού η 
συγκέντρωση των νιτρικών είναι κατά µέσο όρο 30-50 mg/l και µπορεί να 
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βρίσκεται µε τη µορφή αµµωνίας, ούρων ή άλλων οργανικών ουσιών. Η επιρροή 
που έχουν συνίσταται κυρίως στη φύση τους καθώς είναι οξέα και µειώνουν το ph 
του νερού ή δηµιουργώντας συνθήκες ευτροφισµού (Alexy, 2003). 
Τα νιτρικά που τυχόν υπάρχουν στα νερά φωτολύονται και παράγουν ρίζες 
διοξειδίου του αζώτου –ΝΟ2 και υδροξυλίου –ΟΗ σύµφωνα µε την αντίδραση (1) 
 
3 2hvNO NO OH
− • •
+ → +                                                                      (1) 
Οι παραγόµενες ρίζες είναι ένας εξαιρετικά δραστικός παράγοντας και 
προκαλεί την απόσπαση ατόµων υδρογόνου από οποιοδήποτε οργανικό τύπο που 
περιέχεται στο διάλυµα των νιτρικών. Οι ρίζες –ΝΟ2 µπορεί να προκαλέσουν την 
νιτροποίηση τυχόν συνυπαρχόντων αρωµατικών δακτυλίων. Ένα άλλο προϊόν της 
φωτόλυσης των νιτρικών είναι τα ιόντα των νιτρωδών τα οποία µπορεί να 
παραχθούν σύµφωνα µε την αντίδραση (2) 
2 2 3 22 2NO H O NO NO H
• − − +
+ → + +                                                      (2) 
Η κβαντική απόδοση της παραγωγής νιτρωδών αυξάνει σε αλκαλικά pH.  
Παράλληλα τα νιτρώδη επανοξειδώνονται από τις παραγόµενες ρίζες υδροξυλίου 
ή φωτολύονται σύµφωνα µε την εξίσωση  (3) 
2 2O +hvNO H NO OH OH
− • − •
+ → + +                                                  (3) 
(Minero et al.,2006) 
Σε αερόβιες συνθήκες το αµµώνιο µετατρέπεται σε νιτρώδη και έπειτα σε 
νιτρικά. Υπεύθυνη για τη νιτροποίηση αυτή είναι µια οµάδα νιτροποιητών 
βακτηρίων που είναι Gram - αερόβια και ζουν στο έδαφος και σε υδάτινα 
συστήµατα (Singleton 1995). Τα µικρόβια αυτά είναι τα Nitrosomonas και 
Nitrobacter. Τα µικρόβια αυτά δεν χρειάζονται οργανική ύλη για να 
πολλαπλασιαστούν και να επιβιώσουν και η ενέργεια τους που  προέρχεται από 
την οξείδωση του ανόργανου αµµωνίου είναι ελάχιστη σε σχέση µε αυτή που 
χρησιµοποιούν ετερότροφοι οργανισµοί. Έτσι οι νιτροποιητές µικρόβια έχουν 
πολύ µεγάλα διαστήµατα µεταξύ των γενεών και είναι εξαρτώµενα παρά πολύ από 
τη θερµοκρασία. Θεωρούνται ιδιαίτερα ευαίσθητοι έναντι σε χηµικές µεταβολές. 
Εξαιτίας του ότι ο αριθµός τους γενικά είναι µικρός, είναι δυνατόν η εισροή 
κάποιων ρύπων να φέρει την απώλεια της δραστικότητας τους (Frühling et 
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al.,2000). Μια βλάβη της νιτροποίησης µπορεί να εµποδίσει την αποδόµηση του 
αµµωνίου και να αυξηθούν τα επίπεδα του αµµωνίου. Τα αντιβιοτικά είναι 
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1.  Γενικές αρχές υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης. 
 
Εισαγωγή. Οι τεχνικές που σχετίζονται µε τη χρωµατογραφία 
χρησιµοποιούνται εδώ και αιώνες µε αρχικές εφαρµογές το διαχωρισµό υλικών 
όπως χρωστικές που εκχειλίζονται από τα φυτά. Παρ’ όλ’ αυτά ο όρος 
«χρωµατογραφία» χρησιµοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1906 από τον Ρώσο 
χηµικό και βοτανολόγο Mikhail Semenovich Tswett (1872 - 1919) για να 
περιγράψει τη δουλειά του και άλλα υλικά όπως πολυσακχαρίτες, σακχαρόζη και 
ινδουλίνη. Ο Tswett παρατήρησε τις επιδράσεις που είχαν στο διαχωρισµό τα 
διαφορετικά υλικά πλήρωσης των στηλών και το µέγεθος των σωµατιδίων του 
υλικού πλήρωσης της στήλης. Η σηµαντικότητα του έργου του αναγνωρίστηκε το 
1930, όταν ο Lederer και οι συνεργάτες του πέτυχαν το διαχωρισµό της λουτεϊνης 
και της ζεαξανθίνης σε διθειάνθρακα και των ξανθόφυλλων από τον κρόκο του 
αυγού σε στήλη µε υλικό πλήρωσης ανθρακικό ασβέστιο σε µορφή σκόνης 
διαµέτρου 7µm. Στη συνέχεια οι Khun, Karrier και Ruzicka βραβεύτηκαν µε το 
βραβείο Nobel (1937, 1938 και 1939, αντίστοιχα) για την εργασία τους στη 
χρωµατογραφία. 
Στις πρώτες δηµοσιεύσεις του Tswett (1906) όρος χρωµατογραφία 
αναφερόταν σε µια µέθοδο µε την οποία τα συστατικά ενός δείγµατος 
διαχωρίζονται σε µια στήλη προσρόφησης µε βάση τη ροή του συστήµατος. 
Αργότερα το 1903 ο ∆ιεθνής Οργανισµός Καθαρής και Εφαρµοσµένης Χηµείας 
(International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) έδωσε τον εξής 
ορισµό: χρωµατογραφία είναι η φυσική µέθοδος διαχωρισµού κατά την οποία τα 
συστατικά που πρόκειται να διαχωριστούν κατανέµονται µεταξύ δύο φάσεων, µια 
στατική και µια κινητή προς µια συγκεκριµένη κατεύθυνση. 
Οι χρωµατογραφικές τεχνικές  µπορούν να διαχωριστούν σε διάφορες 
κατηγορίες ανάλογα µε τη φύση των δυνάµεων που καθορίζουν την κατανοµή 
ανάµεσα στις φάσεις, την επιλογή των δύο φάσεων, τη διάταξη της στατικής 
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2. Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης. 
 Η Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) άρχισε να αναπτύσσεται τη δεκαετία του ’60, µε την 
πρόοδο της τεχνολογίας, καθώς άρχισαν να κατασκευάζονται χαλύβδινες στήλες 
ανθεκτικές στις µεγάλες πιέσεις κα αντλίες υψηλής πίεσης σταθερής παροχής. Η 
HPLC ουσιαστικά είναι εξέλιξη της κλασικής χρωµατογραφίας µε τη διαφορά ότι 
χρησιµοποιούνται µικρόκοκκα υλικά πλήρωσης των στηλών, οπότε και 
αναπτύσσονται µεγάλες πιέσεις. Ο διαχωρισµός των συστατικών ενός µίγµατος 
βασίζεται στη διαφορετική κατανοµή τους ανάµεσα στη στατική και την κινητή 
φάση, ως αποτέλεσµα συνδυασµού των διαφορετικών µηχανισµών. Στην HPLC το 
δείγµα εισάγεται στην κορυφή της χρωµατογραφικής στήλης και µε τη βοήθεια 
της κινητής φάσης τα συστατικά του δείγµατος µετακινούνται µε τη µορφή ζωνών 
κα τελικά εκλούονται το ένα µετά το άλλο. 
Στα πειράµατα που αρχικά έγιναν από τον Tswett είχε χρησιµοποιηθεί µια 
πολική στατική φάση και η κινητή φάση ήταν περισσότερο άπολη. Το είδος αυτό 
της χρωµατογραφίας προσρόφησης καλείται «χρωµατογραφία κανονικής φάσης» 
(Braithwaite et al., 1996 , Snyder et al., 1979 και Παπαδογιάννης κ.α., 2001) 
 
3. Χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης. 
 Πρόκειται για την πιο διαδεδοµένη τεχνική, αφού σε αυτή βρίσκουν 
εφαρµογή πάνω από το 80% των αναλύσεων µε HPLC. Η στατική φάση είναι 
λιγότερη πολική της κινητής. Μεταξύ των µορίων του προσδιοριζόµενου 
συστατικού και της κινητής φάσης αναπτύσσονται κυρίως ασθενείς µη εκλεκτικές 
αλληλεπιδράσεις van der Waals. Οι προσδιοριζόµενες ενώσεις διαχωρίζονται µε 
βάση το βαθµό της υδρόφοβης αλληλεπίδρασής τους µε τη στατική φάση και έτσι 
όσο πιο πολικό είναι κάποιο µόριο, τόσο πιο γρήγορα εκλούεται από τη 
χρωµατογραφική στήλη (Παπαδογιάννης κ.α., 2001) 
Τα συνηθέστερα υλικά πλήρωσης στη Χρωµατογραφία Αντίστροφης Φάσης 
(RPHPLC) έχουν ως βάση την πηκτή του διοξειδίου του πυριτίου, µε ελεύθερες 
πυριτικές ( - SiOH ) και πυριτοξικές οµάδες ( - Si - O - Si ). H κατεργασία της 
πηκτής του διοξειδίου του πυριτίου µε οργανοχλωροσιλάνια και οργανο - αλκοξυ - 
σιλάνια οδηγεί στην εισαγωγή διαφόρων οµάδων, όπως όκτυλο (- C8 ), 
δεκαόκτυλο ( - C18 ), φαίνυλο ( - Ph ), κύανο ( - CN ) και άλλων αλκυλοάζωτο 
οµάδων [ R - N1( CH3 ) ]. Στη δεσµευµένη πηκτή του SiO2 επιτυγχάνεται 
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µεγαλύτερη προσρόφηση των ενώσεων και συνήθως καλύτερος διαχωρισµός. Η 
κινητή φάση στην RP-HPLC είναι περισσότερο πολική. Πρόκειται για µίγµατα 
νερού ή υδατικών ρυθµιστικών διαλυµάτων µε οργανικούς τροποποιητές, συνήθως 
µεθανόλη, ακετονιτρίλιο, ισοπροπανόλη, τετραϋδροφουράνιο κ.ά. Σηµαντική 
παράµετρος για τη συγκράτηση των ιονικών ενώσεων είναι η τιµή του pH της 
κινητής φάσης. Η πολικότητα της κινητής φάσης καθορίζει τη σειρά έκλουσης των 
προσδιοριζόµενων ενώσεων ( Braithwaite  et al., 1996). 
 
4. Οργανολογία.  
Μία απλή διάταξη ενός συστήµατος HPLC αποτελείται από τα εξής µέρη: α) 
τις φιάλες αποθήκευση των διαλυτών, β) την αντλία υψηλής πίεσης, γ) το σύστηµα 
εισαγωγής του δείγµατος, δ) τη χρωµατογραφική στήλη, ε) τον ανιχνευτή και στ) 
την µονάδα επεξεργασίας και καταγραφής των δεδοµένων. Επιπλέον µπορούν να 
προστεθούν και άλλα τµήµατα βελτιώνοντας την απόδοση της τεχνικής όπως:  
• Το σύστηµα εισαγωγής του δείγµατος µπορεί να αποτελείται από βαλβίδα 
σταθερού όγκου για έγχυση του δείγµατος ή από αυτόµατο δειγµατολήπτη 
• Η χρωµατογραφική στήλη µπορεί να βρίσκεται σε ειδικό θερµοστατούµενο 
φούρνο, εξασφαλίζοντας µεγαλύτερη επαναληψιµότητα στις µετρήσεις 
• Στον πρώτο ανιχνευτή µπορεί να συνδεθεί σε σειρά και δεύτερος ανιχνευτής 
• Με την σύνδεση και δεύτερης χρωµατογραφικής στήλης σε σειρά 
επιτυγχάνεται καλύτερος διαχωρισµός, ενώ µε µια προστήλη αµέσως πριν τη 
χρωµατογραφική στήλη αυξάνεται ο χρόνος ζωής της τελευταίας. 
• Επίσης συνδέοντας µια δεύτερη αντλία και µαζί και ένα κατάλληλο σύστηµα 
επιλογής διαλυτών µετατρέπεται ένα σύστηµα χαµηλής πίεσης (Low Pressure) 
σε υψηλής πίεσης (High Pressure), εξασφαλίζοντας κυρίως πιο επαναλήψιµες 
ροές των διαλυτών ( Braithwaite  et al., 1996). 
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(Εικόνα 1. HPLC μηχάνημα εργαστηρίου ΤΕΙ Ηγουμενίτσας)  
 
5. Σύστηµα διανοµής διαλυτών. 
 Η µικρή κοκκοµετρική διάσταση των υλικών πλήρωσης των 
χρωµατογραφικών στηλών δηµιουργεί στο σύστηµα υψηλή αντίσταση στη ροή της 
κινητής φάσης, η οποία υπερνικείται µε τη χρήση αντλίας. Οι αντλίες που µπορούν 
να χρησιµοποιηθούν χωρίζονται σε αυτές που εξασφαλίζουν σταθερή πίεση στο 
σύστηµα και σε αυτές που εξασφαλίζουν σταθερή ροή των διαλυτών. Και στις δύο 
περιπτώσεις οι αντλίες θα πρέπει να αντέχουν σε πίεση µέχρι 7000 psi. Είναι 
κατασκευασµένες από υλικά ανθεκτικά στους οργανικούς διαλύτες και στα 
υδατικά ρυθµιστικά διαλύµατα, που συνήθως χρησιµοποιούνται ως κινητές 
φάσεις. Σε όλες τις εφαρµογές της HPLC χρησιµοποιούνται ευρέως οι αντλίες 
σταθερής ροής και από αυτές οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες είναι οι αντλίες 
παλινδρόµησης. 
Στη βαθµωτή έκλουση, όπου η σύσταση της κινητής φάσης µεταβάλλεται µε 
το χρόνο, απαιτείται η ανάµιξη των διαλυτών να γίνεται από ειδική διάταξη µίξης. 
Συστήµατα ανάµιξης χρησιµοποιούν είτε µια αντλία, είτε συνδυασµό δύο αντλιών, 
όπου επιτρέπονται οι δραστικές αλλαγές της σύστασης του διαλύτη. Η βαθµωτή 
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έκλουση είναι απαραίτητη για το διαχωρισµό ενώσεων µε παρόµοια δοµή και 
ιδιότητες (Braithwaite  et al., 1996 και Snyder et al., 1979) . 
6.  Μονάδα εισαγωγής δείγµατος. 
 Ο πιο απλός τρόπος εισαγωγής δείγµατος στη στήλη είναι µε τη βοήθεια 
βαλβίδας καθορισµένου όγκου, η οποία αποτελείται από έξι κανάλια δύο θέσεων. 
Το δείγµα µε µια µικροσύρριγγα εισάγεται στο βρόχο (loop). Στη συνέχεις µε 
περιστροφή της βαλβίδας από τη θέση πλήρωσης, στη θέση έγχυσης και µε τη 
βοήθεια της κινητής φάσης το δείγµα οδηγείται στην κορυφή της αναλυτικής 
στήλης. 
Στις πιο σύγχρονες διατάξεις χρησιµοποιούνται αυτόµατα συστήµατα 
δειγµατοληψίας, εξασφαλίζοντας την πλήρη αυτοµατοποίηση του συστήµατος και 
τους επαναλήψιµους όγκους δείγµατος. Οι αυτόµατοι δειγµατολήπτες είναι 
ιδιαίτερα χρήσιµοι στις αναλύσεις ρουτίνας, για την ανάλυση µεγάλου αριθµού 
δειγµάτων (Braithwaite  et al., 1996 και Snyder et al., 1979) . 
 
7. Χρωµατογραφική στήλη. 
 Οι χρωµατογραφικές στήλες που χρησιµοποιούνται στην HPLC είναι 
κυρίως οι προστήλες και οι αναλυτικές στήλες. Οι προστήλες χρησιµοποιούνται 
για την προστασία της αναλυτικής στήλης, είναι συνήθως µικρότερες σε 
διαστάσεις και τοποθετούνται πριν την αναλυτική στήλη. Ενώ η αναλυτική στήλη 
είναι η καρδιά του χρωµατογραφικού συστήµατος αφού εκεί πραγµατοποιείται ο 
διαχωρισµός των συστατικών. Η διαχωριστική ικανότητα της στήλης εξαρτάται 
από το υλικό πλήρωσης, το σχήµα και τις διαστάσεις των κόκκων, την ενεργή 
επιφάνεια και το ποσοστό πλήρωσής της. 
Οι παρασκευαστικές στήλες είναι στήλες µεγάλων διαστάσεων, µε υλικά 
πλήρωσης παρόµοια µε αυτά των αναλυτικών στηλών, που χρησιµοποιούνται για 
το διαχωρισµό και την παραλαβή ενώσεων από ένα µίγµα, σε ποσότητες της τάξης 
των mg. Τα υλικά πλήρωσης των στηλών που χρησιµοποιούνται είναι η πηκτή του 
διοξειδίου του πυριτίου (silica gel) και το οξείδιο του αργιλίου (alumina). Τα 
ανόργανα υλικά πλήρωσης είναι αρκετά ανθεκτικά και δεν αλληλεπιδρούν µε τους 
διαλύτες. Πολυµερή υλικά πλήρωσης καθαρότητας HPLC βασίζονται σε 
διασταυρούµενους δεσµούς στυρενίου - διβινυλβενζολίου ή µεθακρυλικών. Τα 
πολυµερή υλικά πλήρωσης δεν χαρακτηρίζονται από υψηλή ανθεκτικότητα και 
είναι περισσότερο συµπιεσµένα. Οι διαλύτες και οι προσδιοριζόµενες ενώσεις 
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µπορεί να εισχωρήσουν στο πολυµερές υπόστρωµα οδηγώντας σε µικρότερες 
αποδόσεις της στήλης εξαιτίας της µειωµένης µάζας που µεταφέρεται. 
Το συνηθέστερο υλικό που χρησιµοποιείται ως υλικό πλήρωσης στις στήλες  
HPLC είναι η πηκτή του διοξειδίου του πυριτίου. Επιπλέον της υψηλής φυσικής 
σταθερότητας που τη χαρακτηρίζει, στην επιφάνεια της πηκτής του διοξειδίου του 
πυριτίου µπορεί  εύκολα να προσαρτηθεί ένα µεγάλο εύρος συναρµοτών (ligands). 
Με την τεχνική αυτή τροποποίηση της επιφάνειάς της παρασκευάζονται υλικά 
πλήρωσης στηλών για την αντίστροφη χρωµατογραφία, για χρωµατογραφία 
ιοντοανταλλαγής, για υδροφιλικές ή υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις και για 
χρωµατογραφία αποκλεισµού µεγέθους. Υλικά πλήρωσης από πηκτή του 
διοξειδίου του πυριτίου είναι συµβατά µε µεγάλο εύρος διαλυτών από πολικούς 
µέχρι και µη πολικούς. Για αναλύσεις ρουτίνας που γίνονται σε στήλες µε υλικό 
πλήρωσης που βασίζεται στην πηκτή του διοξειδίου του πυριτίου το εύρος pH που 
ενδείκνυται είναι 2.0 – 8.0, γιατί έχει αποδειχθεί ότι µειονέκτηµά της είναι η 
µειωµένη της σταθερότητα σε υδατικές αλκαλικές κινητές φάσεις. Ένα άλλο 
µειονέκτηµα της πηκτής του διοξειδίου του πυριτίου είναι η παρουσία ελεύθερων 
σιλανολικών οµάδων, δίνοντας κορυφές µε ουρά σε ουδέτερες συνθήκες (pH 7.0). 
Η επιφάνεια της πηκτής του διοξειδίου του πυριτίου τροποποιείται εύκολα 
µε χηµικές αντιδράσεις µε οργανοσιλανολικά αντιδραστήρια. Σκοπός είναι να 
δηµιουργηθεί οµοιόµορφη µονοµοριακή στιβάδα (δεσµευµένα υλικά πλήρωσης, 
bonded phase). Υπάρχουν διάφορα είδη σιλανίων που χρησιµοποιούνται για τις 
αντιδράσεις δέσµευσης, τα οποία χαρακτηρίζονται ως µόνο - , δι -  ή τρι - 
δραστικά σιλάνια, ανάλογα µε τον αριθµό των οµάδων πάνω στο σιλάνιο 
(συνήθως οµάδες χλωρίου) που αλληλεπιδρούν µε την επιφάνεια της πηκτής  
(Braithwaite  et al., 1996 και Snyder et al., 1979) . 
Συχνά τα υλικά πλήρωσης στηλών χρωµατογραφίας αντίστροφης φάσης 
υποβάλλονται και σε δεύτερο στάδιο δέσµευσης, µε σκοπό τη δέσµευση των µη 
δραστικών σιλανολικών οµάδων της πηκτής του διοξειδίου του πυριτίου. Ένα 
µικροσιλάνιο, συνήθως τριµεθυλοχλωροσιλάνιο χρησιµοποιείται για το σκοπό 
αυτό. Οι στήλες αυτές ονοµάζονται «end capped» και είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένες 
στη χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης. Τα υλικά «end capped» δε θα πρέπει να 
χρησιµοποιούνται σε pH  < 2.0. 
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8.  Σύστηµα ανίχνευσης.  
Στην HPLC χρησιµοποιούνται κυρίως ανιχνευτές συνεχούς 
παρακολούθησης του υγρού που βγαίνει από τη στήλη, µέσω µιας κυψελίδας 
συνεχούς ροής. ∆ιάφοροι ανιχνευτές µπορούν να χρησιµοποιηθούν, η αρχή 
λειτουργίας των οποίων βασίζεται είτε στη µέτρηση µιας συγκεκριµένης 
φυσικοχηµικής ιδιότητας των προσδιοριζόµενων ενώσεων, είτε στη µέτρηση 
κάποιας φυσικοχηµικής ιδιότητας της κινητής φάσης. Τα κυριότερα 
χαρακτηριστικά ενός ανιχνευτή στην HPLC είναι ο θόρυβος, η ευαισθησία, ο 
χρόνος απόκρισης και η γραµµικότητα. Ο πιο διαδεδοµένος ανιχνευτής στην 
HPLC είναι ο ανιχνευτής υπεριώδους - ορατού. Ενώσεις που απορροφούν στο 
υπεριώδες - ορατό (190 - 600 nm) µπορούν να προσδιοριστούν µε ανιχνευτές 
τέτοιου τύπου. Σύµφωνα µε το νόµο Lambert – Beer, η απορρόφηση της 
ακτινοβολίας είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της ένωσης στην κυψελίδα και του 
µήκους της διαδροµής στην κυψελίδα. 
Η ανίχνευση βασίζεται στην απορρόφηση φωτονίων από κάποια 
χαρακτηριστική οµάδα της ένωσης. Ο ανιχνευτής υπεριώδους µετράει την 
απορρόφηση σε ένα συγκεκριµένο προεπιλεγµένο µήκος κύµατος κι έτσι για την 
ταυτοποίηση των ενώσεων χρησιµοποιείται µόνο ο χρόνος συγκράτησης, στοιχείο 
όχι πάντα ιδιαίτερα αξιόπιστο, αφού µπορεί στον ίδιο χρόνο να συνεκλουεται και 
κάποια παρεµπόδιση µαζί µε την ένωση που εξετάζεται.  
Λύση στο πρόβληµα αυτό έδωσε ο ανιχνευτής παράταξης φωτοδιόδων 
(photodiode array detector, PDA) η λειτουργία του οποίου βασίζεται στη σάρωση 
του ολικού φάσµατος απορρόφησης της προσδιοριζόµενης ένωσης στο ορατό και 
στο υπεριώδες. 
Η ουσιαστικότερη διαφορά µε τον απλή ανιχνευτή UV-Vis είναι ότι στη 
θέση του µονοχρωµάτορα υπάρχει ένα ολογραφικό φράγµα. Το δείγµα στην 
κυψελίδα δέχεται την ακτινοβολία ολόκληρου του φάσµατος και η ακτινοβολία 
που εκπέµπεται, αφού διέλθει από το ολογραφικό φράγµα προσπίπτει στην 
παράταξη φωτοδιόδων. Κάθε δίοδος δέχεται την ακτινοβολία ενός µόνο nm. Το 
πλεονέκτηµα του PDA είναι η δυνατότητα ταυτόχρονης ανάλυσης σε δύο ή 
περισσότερα µήκη κύµατος, αυξάνοντας την ευαισθησία του προσδιορισµού. Η 
µελέτη σε άλλα µήκη κύµατος µπορεί να γίνει και αφού ληφθεί το 
χρωµατογράφηµα, αφού στην µνήµη του υπολογιστή αποθηκεύεται το ολικό 
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φάσµα απορρόφησης της κάθε ένωσης. Επίσης µπορεί να επιλεχθεί το βέλτιστο 
µήκος κύµατος µε βάση το φάσµα που λαµβάνεται την κάθε χρονική στιγµή. 
Σηµαντικό πλεονέκτηµα είναι η δυνατότητα µελέτης της καθαρότητας της 
κορυφής, αφού την κάθε χρονική στιγµή καταγράφεται το φάσµα της ένωσης που 
διέρχεται µέσα από την κυψελίδα του ανιχνευτή και µπορεί να δηµιουργηθεί 
βιβλιοθήκη φασµάτων, η οποία χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση των 
κορυφών, µε σύγκριση των φασµάτων. Οι φθορισµοµετρικοί ανιχνευτές 
χρησιµοποιούνται για ενώσεις που φθορίζουν και δίνουν σήµα ανάλογα της 
συγκέντρωσης του συστατικού που φθορίζει. Ο φθορισµός στηρίζεται στην 
εκποµπή φωτονίων από ηλεκτρονικά διεγερµένα µόρια.  
Η ευαισθησία του φθορισµοµετρικού ανιχνευτή είναι 10-100 φορές 
υψηλότερη έναντι του ανιχνευτή UV-Vis. Οι ηλεκτροχηµικοί ανιχνευτές 
χωρίζονται στους αµπεροµετρικούς, τους αγωγιµοµετρικούς και τους 
ποτενσιοµετρικούς. Εντούτοις στην HPLC έχει ταυτιστεί ηλεκτροχηµικός µε τον 
αµπεροµετρικό, ο οποίος αναφέρεται στη µέτρηση του ηλεκτρικού ρεύµατος που 
παράγεται κατά την οξείδωση ή αναγωγή κάποιου συστατικού στην επιφάνεια 
ηλεκτροδίων µιας κυψελίδας συνεχούς ροής. Αυτοί είναι οι πιο συνηθισµένοι 
ανιχνευτές που χρησιµοποιούνται στην HPLC, ενώ άλλοι πιο σπάνιοι είναι οι 
ανιχνευτές δείκτου διάθλασης και οι ανιχνευτές σκεδασµού φωτός µετά από 
εξάτµιση. Με την ανάπτυξη της φασµατογραφίας µάζας αναπτύχτηκε σήµερα και 
η συνδυασµένη τεχνική LC - MS µε σηµαντικές εφαρµογές σε όλα τα πεδία της 
ανάλυσης (Braithwaite et al.,1996 , Snyder et al., 1979 και Παπαδογιάννης κ.α., 
2001). 
 
9. Χαρακτηριστικά απόδοσης χρωµατογραφήµατος.  
Ως χρωµατογράφηµα ορίζεται η γραφική απεικόνιση του συνεχόµενου 
σήµατος που καταγράφεται από τον ανιχνευτή για τη σύσταση της κινητής φάσης, 
συµπεριλαµβανοµένων και των προσδιοριζόµενων ενώσεων, που βγαίνουν κάθε 
στιγµή από την έξοδο της αναλυτικής στήλης σε σχέση µε το χρόνο. Το προφίλ της 
συγκέντρωσης του κάθε συστατικού που εκλούεται έχει στο χρωµατογράφηµα την 
κατανοµή κατά Gauss, αναπαριστώντας τη διασπορά των µορίων κατά το  
διαχωρισµό.Όσο περισσότερο χρόνο χρειάζεται µια ένωση για να κινηθεί και να 
εξέλθει από τη στήλη, τόσο πιο διευρυµένη είναι η κορυφή της (Παπαδογιάννης 
κ.α., 2001). 
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1. Πειραµατικό µέρος. 
 
Περιοχή µελέτης. Το πειραµατικό µέρος της διπλωµατικής εργασίας 
εκπονήθηκε στις εγκαταστάσεις του  Τ.Ε.Ι. της Ηγουµενίτσας (Εικ.2). 
 
 
(Εικόνα 2. Αεροφωτογραφία  από Google earth)  
 
Οι εγκαταστάσεις του τµήµατος προσφέρουν τόσο υλικοτεχνική υποστήριξη 
όσο και προσωπικό που παρόλο που είναι λίγο κατέχει επίπεδο γνώσεων  υψηλό. 
Στο χηµείο αλλά και στις βοηθητικές αίθουσες  είναι διαθέσιµα µηχανήµατα και 
υλικά υψηλού κόστους όπως είναι το µηχάνηµα της υγρής χρωµατογραφίας 
υψηλής πίεσης. Επίσης είναι αξιόλογο πως υπάρχει µια βιβλιοθήκη που είναι 
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εξαιρετικά ενηµερωµένη παρά των µικρό αριθµό φοιτητών που διαθέτει σήµερα το 
Τ.Ε.Ι.  
2. Πείραµα 1ο. Επίδραση της φωτόλυσης σε δείγµατα τριµεθοπρίµης 
 µε διαφορετικές συγκεντρώσεις.  
Το πείραµα αυτό ξεκίνησε στις 03/11/2009 και ολοκληρώθηκε στις 
07/02/2010. Σε τρεις φιάλες τοποθετήθηκε δις αποσταγµένο νερό 500 ml  που 
εµβολιάστηκαν µε  το αντιβιοτικό τριµεθοπρίµη στις συγκεντρώσεις των 1 mg/l 5 
mg/l και 7 mg/l. 
Οι φιάλες µε τα αντιβιοτικά  (εικόνα 3) στις  διαφορετικές συγκεντρώσεις, 
τοποθετήθηκαν σε σηµεία των Τ.Ε.Ι. όπου υπάρχει υψηλή ηλιοφάνεια καθ’ όλη τη 
διάρκεια της ηµέρας. ∆εν µετακινήθηκαν καθόλου από τις αρχικές τους θέσεις.  
 
(Εικόνα 3 Φωτογραφία από φιάλες με διαφορετικές συγκεντρώσεις τριμεθοπρίμης σε 
φως) 
Οι δειγµατοληψίες γινόταν σε συχνά χρονικά διαστήµατα και µετρήθηκαν µε 
υγρο-χρωµατογραφική µέθοδο.  
Οι µετρήσεις έγιναν µε κινητή φάση του µηχανήµατος της υγρής 
χρωµατογραφίας στην αναλογία δις αποσταγµένου νερού µε τριφθοροξικό οξύ 
(0,1 %) προς ακετονιτρίλιο 50/50 v/v.  Η ροή ρυθµίστηκε στο 1 ml/min και τα 
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αποτελέσµατα µετρήθηκαν στα 270 nm. Η θερµοκρασία της στήλης ήταν 300 C, 
και ο όγκος του δείγµατος που εκχέονταν σε κάθε µέτρηση ήταν 20 µL. 
Τα αποτελέσµατα αφορούσαν το φάσµα των 270 nm και των 240 nm και 
µελετήθηκε το ύψος της κορυφής από την επιφάνεια κάτω από το ύψος της 
κορυφής (Area under the cure, AVC). 
 
3. Πείραµα 2ο. Επίδραση της φωτόλυσης σε δείγµατα τριµεθοπρίµης 
 που προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις νιτρικών. 
 Το  πείραµα αυτό έλαβε χώρα το χρονικό διάστηµα από 02/12/2009 έως 
03/02/2010. Εξετάστηκε πάλι το αντιβιοτικό τριµεθοπρίµη µόνο που σε αυτό το 
πείραµα έγινε και πρόσθεση  νιτρικών.  
Χρησιµοποιήθηκαν 4 φιάλες στις οποίες προστέθηκε δις αποσταγµένο νερό 
500 ml  και εµβολιάστηκαν µε  5 mg/l αντιβιοτικού τριµεθοπρίµης. Στην πρώτη 
φιάλη που ονοµάστηκε µάρτυρας δεν προστέθηκε κάτι άλλο. Στις άλλες 
προστέθηκαν νιτρικά σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Στη δεύτερη προσθέσαµε 
10 -6 M νιτρικά. Στην τρίτη 2x10-6  M  και στην τέταρτη 3x10-6  M νιτρικά. 
Οι φιάλες µε τα αντιβιοτικά (εικόνα 4) στις  διαφορετικές συγκεντρώσεις, 
τοποθετήθηκαν σε σηµεία των Τ.Ε.Ι. όπου υπάρχει υψηλή ηλιοφάνεια καθ’ όλη τη 
διάρκεια της ηµέρας. ∆εν µετακινήθηκαν καθόλου από τις αρχικές τους θέσεις.  
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(Εικόνα 4 Φωτογραφία με διαφορετικές  συγκεντρώσεις νιτρικών σε φως) 
 
Οι δειγµατοληψίες  γινόταν σε συχνά χρονικά διαστήµατα και µετρήθηκαν 
µε υγρο-χρωµατογραφική µέθοδο. Οι µετρήσεις έγιναν µε κινητή φάση του 
µηχανήµατος της υγρής χρωµατογραφίας στην αναλογία δις αποσταγµένου νερού 
µε τριφθοροξικό οξύ (0,1 %) προς ακετονιτρίλιο 50/50 v/v. Η ροή ρυθµίστηκε στο 
1 ml/min και τα αποτελέσµατα µετρήθηκαν στα 270 nm.Η θερµοκρασία της 
στήλης ήταν στους 300 βαθµούς κελσίου, και ο όγκος του δείγµατος που 
εκχέονταν σε κάθε µέτρηση ήταν  20 µL. 
Τα αποτελέσµατα αφορούσαν το φάσµα των 270 nm και των 240 nm και 
αφορούσε µετρήσεις για το ύψος της κορυφής από την επιφάνεια κάτω από το 
ύψος της κορυφής (Area under the cure, AVC). 
 
4. Πείραµα 3ο. Επίδραση της φωτόλυσης στην αποδόµηση  
της τετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις.  
Στο πείραµα αυτό εξετάστηκε η επίδραση του ηλιακού φωτός στην 
αποδόµηση της τετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις τόσο σε συνθήκες 
φωτός όσο και σε συνθήκες σκότους.  Η διάρκεια αυτού του πειράµατος είναι από 
τις 09/01/2010 έως τις 04/02/2010. 
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Σε αυτό το πείραµα τοποθετήθηκαν 6 φιάλες (εικόνα 5) µε δις αποσταγµένο 
νερό και εµβολιάστηκαν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις τετρακυκλίνης. 3 από 
αυτές τοποθετήθηκαν όπως φαίνεται στην φωτογραφία σε συνθήκες σκοταδιού και 
3 σε άµεση επίδραση του φωτός. 
 
 
(Εικόνα 5 Φωτογραφία από φιάλες με διαφορ. συγκεντρώσεις τετρακυκλίνης σε φώς 
και σε σκοτάδι) 
 
Οι συγκεντρώσεις της τετρακυκλίνης και σε συνθήκες φωτός και σε σκότος 
ήταν 1 mg/l , 3 mg/l και 5 mg/l σε κάθε φιάλη. 
Στη συνέχεια έγιναν δειγµατοληψίες σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Οι 
µετρήσεις έγιναν πάλι µε υγρή χρωµατογραφία που η κινητή φάση της ρυθµίστηκε  
δις αποσταγµένου νερού µε τριφθοροξικό οξύ (0,1 %) προς ακετονιτρίλιο 60/40 
v/v. Η ροή ρυθµίστηκε στο 1 ml/min και τα αποτελέσµατα µετρήθηκαν στα 270 
nm. Η θερµοκρασία της στήλης ήταν 300 C, και ο όγκος του δείγµατος που 
εκχέονταν σε κάθε µέτρηση ήταν  20 µL. 
Τα αποτελέσµατα αφορούσαν το φάσµα των 270 nm και των 240 nm και 
αφορούσε µετρήσεις για το ύψος της κορυφής από την επιφάνεια κάτω από το 
ύψος της κορυφής (Area under the cure, AVC). 
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5. Πείραµα 4ο. Επίδραση της φωτόλυσης στην αποδόµηση της 
οξυτετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις.  
Στο πείραµα αυτό εξετάστηκε η επίδραση του ηλιακού φωτός στην 
αποδόµηση της οξυτετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις τόσο σε 
συνθήκες φωτός όσο και σε συνθήκες σκότους. Η διάρκεια αυτού του πειράµατος 
είναι από τις 09/01/2010 έως τις 04/02/2010. 
Σε αυτό το πείραµα τοποθετήθηκαν 6 φιάλες ( εικόνα 6) µε δις αποσταγµένο 
νερό και προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις οξυτετρακυκλίνης. 3 από 
αυτές τοποθετήθηκαν όπως φαίνεται στην φωτογραφία σε συνθήκες σκοταδιού και 
εµβολιάστηκαν αντίστοιχα µε 5 mg/l οξυτετρακυκλίνης, 3 mg/l και 1 mg/l. Άλλες  
3 σε άµεση επίδραση του φωτός και πάλι οι συγκεντρώσεις ήταν αντίστοιχα 5 , 3 




(Εικόνα 6 Φωτογραφία από φιάλες με διαφορ. συγκεντρώσεις  οξυτετρακυκλίνης σε φώς 
και σε σκοτάδι) 
 
Στη συνέχεια  έγιναν δειγµατοληψίες σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Οι 
µετρήσεις έγιναν  µε υγρή χρωµατογραφία που η κινητή φάση της ρυθµίστηκε δις 
αποσταγµένου νερού µε τριφθοροξικό οξύ (0,1 %) προς ακετονιτρίλιο 60/40. Η 
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ροή ρυθµίστηκε στο 1 ml/min και τα αποτελέσµατα µετρήθηκαν στα 270 nm. Η 
θερµοκρασία της στήλης ήταν 300  βαθµοί κελσίου, και ο όγκος του δείγµατος που 
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  Αποτελέσµατα και συζήτηση. 
 
 1.  Πείραµα 1ο. 
  Στο πρώτο πείραµα που εξετάσαµε την φωτο-αποδόµηση της 
τριµεθοπρίµης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις τα αποτελέσµατα φαίνονται στον 
πίνακα 1 που ακολουθεί. Οι τιµές αφορούν το ύψος της κορυφής στα 270 nm για 
κάθε συγκέντρωση του αντιβιοτικού και αντίστοιχα δίπλα αναφέρονται οι   
ηµεροµηνίες στις οποίες έγιναν οι δειγµατοληψίες. 
Οι διακυµάνσεις που παρατηρούνται στις µετρήσεις δεν υποδηλώνουν 
κάποια µεταβολή στη συγκέντρωση του αντιβιοτικού αλλά είναι µικρο-
διακυµάνσεις που οφείλονται στη λειτουργία του µηχανήµατος. Ουσιαστικά δεν 
παρατηρείται µεταβολή στη συγκέντρωση της τριµεθοπρίµης κάτω από την 
επίδραση του ηλιακού φωτός για το χρονικό διάστηµα που διενεργήθηκε το 
πείραµα σε καµία από τις συγκεντρώσεις της τριµεθοπρίµης. Παριστάνεται και 
γραµµικά στο ακόλουθο διάγραµµα (σχέδιο 6).  
Στα ίδια αποτελέσµατα έρχονται και έρευνες όπως η Alexy (2003), η οποία 
για χρονικό διάστηµα 28 ηµερών εξέτασε αν υφίσταται φωτοαποδόµηση η 
τριµεθοπρίµη. Χαρακτηριστικά αναφέρει πως ο χρόνος ηµίσειας ζωής είναι 
αρκετά χρόνια για αυτή την ουσία. Κατά την διάρκεια των πειραµάτων της 
παρατήρησαν και αυτοί κάποιες διακυµάνσεις της τάξης του +-3,4% που το 
αιτιολόγησαν ως σφάλµα µέτρησης του µηχανήµατος. Σε άλλες έρευνες όπως 
Römbke et al., (1996) και Alexy et al., (2004) ήρθαν στα ίδια αποτελέσµατα 
χαρακτηρίζοντας την τριµεθοπρίµη ως σταθερή απέναντι στο φως. 
 Άλλες έρευνες όπως των Lunestad et al. (1995) που είχαν τοποθετήσει 
τριµεθοπρίµη σε φιαλίδια µε θαλασσινό νερό τόσο στην επιφάνεια του νερού όσο 
και σε ένα µέτρο βάθος για χρονικό διάστηµα 3 εβδοµάδων επιβεβαιώνουν τη 
φωτοσταθερότητα της τριµεθοπρίµης. Αλλά και οι Fjerde et al.,(1993) έρχονται 
στα ίδια αποτελέσµατα σε πείραµα διάρκειας 20 ηµερών. 
Από τα αποτελέσµατα µας φαίνεται πως ούτε η  διαφορετική συγκέντρωση 
έπαιζε κάποιο ρόλο στην φωτοαποδόµηση της ουσίας. Επίσης η διάρκεια του 
πειράµατος είναι µεγαλύτερη από τις αντίστοιχες έρευνες που αναφέρονται και η 
ηλιακή ακτινοβολία είναι πιο έντονη στη χώρα µας από τις αντίστοιχες χώρες . 
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α/α ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ 7mg/l 5mg/l 1mg/l 
1 03/11/2009 42.6 31.7 6,7 
2 11/11/2009 41 30,2 6,9 
3 19/11/2009 42,2 31,8 7,1 
4 20/11/2009 41,6 31,7 7,3 
5 02/12/2009 41 30,7 7 
6 06/12/2009 40 27,8 7 
7 09/12/2009 41,1 29,7 6,6 
8 19/12/2009 37,5 30,5 7,9 
9 27/12/2009 41,4 29,4 6,3 
10 15/01/2010 39,9 28,6 6,2 
11 23/01/2010 42,1 24,8 6,2 
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(Σχήµα 6 Σχεδιάγραµµα φωτοαποδόµησης τριµεθοπρίµης ανάλογα µε τις συγκεντρώσεις      
Σειρά 1 παριστάνει την τριµεθοπρίµη 7 mg/l, Σειρά 2 την τριµεθοπρίµη  5mg/l και Σειρά 3 την 
τριµεθοπρίµη 1mg/l. Στον οριζόντιο άξονα φαίνονται οι δειγµατοληψίες που αντιστοιχούν στις 
ηµεροµηνίες του πίνακα και στον κάθετο άξονα το ύψος της στήλης χρωµατογραφήµατος). 
 
2. Πείραµα 2ο.  
Στο πείραµα αυτό εξετάστηκε η πιθανή φωτοαποδόµηση της τριµεθοπρίµης 
στην ίδια συγκέντρωση στην οποία προστέθηκαν νιτρικά σε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις. 
Οι τιµές που φαίνονται στον πίνακα αφορούν το ύψος της κορυφής στα 270 
nm για κάθε συγκέντρωση των νιτρικών  και αντίστοιχα δίπλα αναφέρονται οι   
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10-6Μ    
 




1 02/12/2009    26,7 28,3    27,4     25 
2 06/12/2009 28,3 28,5     28    25,5 
3    27/12/2009 28,7 28,2    27,7    25,5 
4    15/01/2010 28,3 28,9    28,5     26 
5    23/01/2010    27,7 27,6 27,5     24,8 
6   07/02/2010 27.8 27.5     27.4    24.8 
      (Πίνακας 2) 
 
Όπως γίνεται φανερό και σε αυτό το πείραµα η τριµεθοπρίµη παραµένει 
σταθερή σε όλες τις συγκεντρώσεις των νιτρικών. Οι διακυµάνσεις και εδώ δεν 
εκτιµώνται καθώς είναι πολλοί µικρές και ανάγονται  σε αδυναµία του 
µηχανήµατος µέτρησης 
Βιβλιογραφικά οι έρευνες που εξετάζουν την επίδραση των νιτρικών στην 
αποδόµηση εµπεριέχουν και την βιολογική αποδόµηση και συνεπώς και άλλους 
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(Σχήµα 7. Σχεδιάγραµµα  φωτοαποδόµησης τριµεθοπρίµης ανάλογα µε τις συγκεντρώσεις των 
νιτρικών. Σειρά 1 χωρίς νιτρικά, Σειρά 2 νιτρικά 10-6Μ,  Σειρά 3 νιτρικά 2x10-6Μ και Σειρά 4 
νιτρικά 3x10-6M.Στον οριζόντιο άξονα φαίνονται οι δειγµατοληψίες που αντιστοιχούν στις 
ηµεροµηνίες του πίνακα και στον κάθετο άξονα το ύψος της στήλης χρωµατογραφήµατος). 
 
  3. Πείραµα 3ο . 
 Η φωτοαποδόµηση της τετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 
εξετάστηκε σε συνθήκες σκοταδιού καθώς και σε συνθήκες φωτός. 
 Στους παρακάτω πίνακες ( 3 και 4) φαίνονται τα αποτελέσµατα ανάλογα µε 
τις ηµεροµηνίες που έγιναν οι δειγµατοληψίες και τα αντίστοιχα ύψη κορυφών σε 
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09/01/2010 39,8 24,2 7,9 
10/01/2010 37,3 23,1 7,4 
12/01/2010 35,2 19,9 5,1 
15/01/2010 35,1 20,2 5,7 
18/01/2010 32 18,3 4,8 
20/01/2010 30,3 16,7 4,8 
22/01/2010 30,2 16,9 5,2 
23/01/2010 28,5 14,6 4,3 
25/01/2010 28,3 14,4 3,8 
29/01/2010 22 13,7 2,7 
04/02/2010 24,8 11,6 2,7 
   (Πίνακας 3. Τετρακυκλίνη σε φώς) 
 
ΤΕΤΡΑΚΥΚΛΙΝΗ σε σκοτάδι 
 ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ 5mg/l 3mg/l 1mg/l 
 09/01/2010 40,1 23,4 7.6 
 15/01/2010 40 23,3 7,6 
 22/01/2010 41,2 24,4 8,2 
 04/02/2010 39.6 22.8 7.4 
  (Πίνακας 4) 
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Τα αποτέλεσµατα δείχνουν ξεκάθαρα µια µεταβολή της συγέντρωσης της 
τετρακυκλίνης σε συνθήκες φωτός ενώ στο σκοτάδι για το χρονικό διάστηµα του 
πειράµατος δεν παρατηρήθηκε κάποια µεταβολή. 
Στο σχήµα που ακολουθεί απεικονίζεται η πρόοδος της αποδόµησης µε 
γραφική παράσταση του σήµατος της κορυφής συναρτήσει του χρόνου. 





(Σχήµα 8. Σχεδιάγραµµα φωτοαποδόµησης τετρακυκλίνης σε φως ανάλογα µε τις συγκεντρώσεις 
της Σειρά 1:  5mg/l, Σειρά 2: 3mg/l,  Σειρά 3: 1 mg/l6 . Στον οριζόντιο άξονα φαίνονται οι 
δειγµατοληψίες που αντιστοιχούν στις ηµεροµηνίες του πίνακα 3 και στον κάθετο άξονα το ύψος 
της κορυφής χρωµατογραφήµατος). 
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Το αντίστοιχο σχεδιάγραµµα για τις συνθήκες σκότους παριστάνεται ως 
εξής: 
 
(Σχήµα 9. Σχεδιάγραµµα φωτοαποδόµηση τετρακυκλίνης σε σκοτάδι ανάλογα µε τις 
συγκεντρώσεις της Σειρά 1:  5mg/l, Σειρά 2: 3mg/l,  Σειρά 3: 1 mg/l6 . Στον οριζόντιο άξονα 
φαίνονται οι δειγµατοληψίες που αντιστοιχούν στις ηµεροµηνίες του πίνακα 4 και στον κάθετο 
άξονα το ύψος της στήλης χρωµατογραφήµατος). 
 
Σε συνθήκες σκότους δεν παρατηρείται αποδόµηση της τετρακυκλίνης και 
συνεπώς και η συγκέντρωση δε φαίνεται να έπαιξε κάποιο ρόλο καθώς κάτω από 
διαφορετικές συγκεντρώσεις υπάρχει σταθερότητα της ουσίας. Η πολύ µικρή 
µεταβολή της θερµοκρασίας της είναι δυνατόν να οφείλεται σε υδρόλυση καθώς 
στη βιβλιογραφία αναφέρεται υδρολυτική ικανότητα της τετρακυκλίνης 1,7g/l 
(Sattelberger et al.,2005) ενώ άλλοι ερευνητές αναφέρουν υδρολυτική ικανότητα 
για τους 25ο βαθµούς 0,23g/l. 
Η φωτοαποδόµηση της τετρακυκλίνης είναι γνωστή και αναφέρεται από 
πολλούς συγγραφείς όπως σε εργασίες των Burhenne et al.1997, Lunestadt et 
al.1995, Oka et al.1989.  Στα ίδια συµπεράσµατα καταλήγουν και οι Fjerde et 
al.1993 οι οποίοι τοποθέτησαν 20 µέρες την τετρακυκλίνη σε συνθήκες φωτός και 
παρατήρησαν φωτοαποδόµηση 75%.  
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Γενικά χαρακτηρίζεται ως πολύ σταθερή ουσία στο περιβάλλον και 
παραµένει για πολύ καιρό στο έδαφος (άνω το 6 µηνών ) χωρίς να αποδοµείται 
(Hamscher et al.2002). 
Αυτό που είναι αξιοσηµείωτο είναι πως η φωτοαποδόµηση που λαµβάνει 
χώρα στις διάφορες συγκεντρώσεις δεν είναι στο ίδιο ποσοστό αλλά διαφέρει. Η 
αποδόµηση της τετρακυκλίνης στη συγκέντρωση 1 mg/l είναι µεγαλύτερη από 
αυτή που λαµβάνει χώρα στα 3 mg/l και στα 5 mg/l. Σε χρονικό διάστηµα 25 
ηµερών αποδοµείται από τη φιάλη µε το 1mg/l τετρακυκλίνης το 66% , στη φιάλη 
µε τα 3 mg/l αποδοµείται το 44% ενώ στη φιάλη µε τα 5 mg/l αποδοµείται το 38%. 
4.  Πείραµα 4ο.  
Η φωτοαποδόµηση της οξυτετρακυκλίνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 
εξετάστηκε σε συνθήκες σκοταδιού καθώς και σε συνθήκες φωτός. 
Στους παρακάτω πίνακες φαίνονται τα αποτελέσµατα ανάλογα µε τις 
ηµεροµηνίες που έγιναν οι δειγµατοληψίες και τα αντίστοιχα ύψη κορυφών σε 
κάθε συγκέντρωση. Οι µετρήσεις αφορούν τα 270 nm και έγιναν σε συνθήκες 









09/01/2010 35,4 21,2 6,9 
10/01/2010 25,6 18,7 6,6 
12/01/2010 27,7 17,5 6,1 
15/01/2010 27 15,4 4,8 
18/01/2010 23,2 11,9 3,5 
21/01/2010 20,8 10,2 3,1 
22/01/2010 19,9 10,5 3,1 
23/01/2010 19,9 9,8 2,7 
25/01/2010 14,5 9 3,1 
29/01/2010 14,2 7,4 2,3 
02/02/2010 13,5 4,8 1,9 
04/02/2010 13,4 7,2 1,8 
    (Πίνακας 5.  Οξυτετρακυκλίνη σε φως ) 
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09/01/2010 35.4 19.6 7.2 
15/01/2010 34.1 19.3 7.1 
22/01/2010 33.4 18.2 6.5 
04/02/2010 30.8 16.5 6.1 
    (Πίνακας 6 Οξυτετρακυκλίνη σε σκοτάδι) 
 
Από τα αποτελέσµατα των µετρήσεων γίνεται φανερό πως σε συνθήκες 
φωτός υπάρχει µια έντονη αποδόµηση της οξυτετρακυκλίνης και στα τρία 
δείγµατα µε τις διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
Η οξυτετρακυκλίνη που τοποθετήθηκε σε συνθήκες σκότους φαίνεται να 
µειώνεται σε όλες τις συγκεντρώσεις . 
Στα σχήµατα που ακολουθούν απεικονίζεται η πρόοδος της αποδόµησης  µε 
γραφική παράσταση του σήµατος της κορυφής συναρτήσει του χρόνου. 
Παρατηρούµε ότι η συγκέντρωση του αντιβιοτικού µεταβάλλεται λογαριθµικά µε 
το χρόνο. 
 (Σχήμα 10. Φωτοαποδόμηση της οξυτετρακυκλίνης για διαφορετικές αρχικές              
συγκεντρώσεις σε συνθήκες φωτός.) 
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(Σχήµα 11. αποδόµηση της οξυτετρακυκλίνης για διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις 
σε συνθήκες σκότους.) 
 
Η οξυτετρακυκλίνη αποδοµείται  από το φως όπως δείχνουν και αντίστοιχες 
έρευνες των Fjerde et al.(1993) οι οποίοι τοποθέτησαν φιάλες στον ήλιο για 
χρονικό διάστηµα 20 ηµερών. Σε ανάλογα αποτελέσµατα ήρθε και ο Samuelsen 
(1989) ο οποίος εξέτασε την επιρροή που έχει η θερµοκρασία (5°και 15° C ) και το 
φώς έναντι του σκότους. Υψηλότερες θερµοκρασίες και υψηλότερη ηλιοφάνεια 
επιτάχυναν την αποδόµηση της οξυτετρακυκλίνης. Στο πείραµα µας 
παρατηρήθηκε µικρή µεταβολή της συγκέντρωσης της οξυτετρακυκλίνης που 
πιθανόν οφείλεται σε θερµόλυση καθώς ενώ οι φιάλες βρισκόταν σε συνθήκες 
σκότους, είχαν την ίδια θερµοκρασία περιβάλλοντος µε τις φιάλες που ήταν στο 
φως.  
Επίσης η Alexy (2003) εξέτασαν δείγµατα οξυτετρακυκλίνης σε φως και 
σκοτάδι και παρατηρούν αποδόµηση στα δείγµατα που τοποθετήθηκαν σε φως και 
επισηµαίνουν πως  αυξάνει όταν αυξάνεται και η θερµοκρασία.  
Σε ότι αφορά την φωτοαποδόµηση σε σχέση µε τη συγκέντρωση, όπως και 
στην τετρακυκλίνη παρατηρείται γρηγορότερη φωτοαποδόµηση στις µικρότερες 
συγκεντρώσεις. Στη φιάλη µε το 1mg/l οξυτετρακυκλίνης αποδοµείται το 74%, 
στη φιάλη µε τα 3 mg/l αποδοµείται το 66% και στη φιάλη µε τα 5mg/l 
αποδοµείται το 62,2% σε χρονικό διάστηµα 25 ηµερών. 
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Η οξυτετρακυκλίνη αποδοµείται σε συνθήκες σκότους στα 5 mg/l σε 
ποσοστό 13%, στα 3 mg/l σε ποσοστό 15,3% και στο 1 mg/l σε ποσοστό 15,4%. 
Όπως αναφέρουν οι Sattelberger et al. (2005) η οξυτετρακυκλίνη παρουσιάζει 
σηµαντική  υδρόλυση  και  είναι  µεγαλύτερη  των  100g/l  
(http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty_DE_CB9311671.htm). 
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A. Όργανα και συσκευές.  
Τα όργανα και οι συσκευές που χρησιµοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια των 
πειραµάτων είναι τα εξής: 
- Ψυγείο ARISTON για συντήρηση των δειγµάτων.  
- Μηχάνηµα HPLC Agilent Technologies συνδεδεµένο µε υπολογιστή.  
- Σύριγγα Agilent Technologies LC 50nl FN για έκχυση δειγµάτων στο 
µηχάνηµα HPLC. 
- Μικροπιπέτα SOCOREX των 100-1000 ul.   
- Συσκευή διήθησης MILLIROPE. 
- Κλίβανος  MEMMERT. 
- Συσκευή διπλής απόσταξης JENCONS AUTOSTILL AF/B. 
B.  Αντιδραστήρια – Υλικά . 
Τα αντιδραστήρια και τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν είναι:  
- Υδροχλωρική οξυτετρακυκλίνη καθαρότητας 95% w/w SIGMA-ALDRICH, 
Steinheim, Germany. 
- Τριµεθοπρίµη καθαρότητας 98% w/w SIGMA-ALDRICH, Steinheim, 
Germany. 
- Νερό διπλά αποσταγµένο από συσκευή διπλής απόσταξης AQUATRON A 
4D. 
- Τετρακυκλίνη καθαρότητας 95%  w/w SIGMA-ALDRICH, Steinheim, 
Germany. 
- Νιτρικά καθαρότητας 99% w/w, Potassium nitrate, MERCK. 
τριφθοροξικό οξύ (TFA) καθαρότητας 99,5% w/w, FLUKA ,Biochemica. 
- Ακετυλονιτρίλιο (CH3CN) LAB SCAN  ANALYTICAL SCIENCES για τη 
λειτουργία του µηχανήµατος HPLC καθώς και για την πλύση της σύριγγας 
έπειτα από κάθε έγχυση.  
- Ακετόνη από εταιρία FLUKA. 
- Φιαλίδια VISITOR γυάλινα των 4 ml µε πώµατα για τη συλλογή των 
δειγµάτων.  
- Φιάλες  PYREX για τοποθέτηση στην έκθεση του ηλίου των αντιβιοτικών  
- Μεθανόλη LABSCAN. 
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Γ. Οργανολογία χρωµατογραφικού συστήµατος. 
Η οργανολογία αποτελούνταν από: 
- Αντλίες S LC-10 ADVP. 
- Θάλαµος θερµοστάτης στηλών LC-. 
- Ανιχνευτής συστοιχίας διόδων  DAD  AGILENT 1200 Series. 
- Λογισµικό ελέγχου ανιχνευτή LAB SOLUTIONS-LC SOLUTIONS  
Shimadzu 
- Βαλβίδα µίξης διαλυτών της κινητής φάσης. 
- Βαλβίδα εισαγωγής δείγµατος RHEODYNE 7725i εφοδιασµένη µε βρόγχο 
όγκου 20 µl.   
- Φιάλες αποθήκευσης διαλυτών. 
- Στήλες χρωµατογραφίας C18 RP-18 (e) 100 5 µm 150x4,6 mm. 
 
∆. Προετοιµασία πρότυπων διαλυµάτων. 
 Προετοιµάζονται πρότυπα διαλύµατα τριµεθοπρίµης  και οξυτετρακυκλίνης 
σε CH3CN περιεκτικότητας 1000 mg/L-1, και τετρακυκλίνης σε CH3OH 
περιεκτικότητας  1000 mg.L-1. Τα διαλύµατα φυλάσσονται σε θερµοκρασία 4° C 
και από αυτά παρασκευάζονται στη συνέχεια µε αραιώσεις τα διαλύµατα 
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